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1序論
厚生労働省の平成 21年人口動態統計によると日本における死因は悪性新生物、心疾患、
および脳血管疾患が全死因の半数以上を占めている。また、糖尿病や脂質異常症などはこ
れらの疾患のリスクを上げる要因であるといわれている。そのため、生活習慣病を抑制するこ
とが現代日本における重要な課題のひとつとなっている。生活習慣病を予防する手段のひ
とつとして食品の持つ機能性が注目されている。食品の機能は栄養面でのはたらきである 1
次機能と嗜好面でのはたらきである2次機能、そして、生体を調節するはたらきである3次機
能に分類される。3 次機能を持つ機能性食品は治療を目的とした医薬品とは区別され、生
活習慣病のリスクを軽減し、発症を遅らせる作用が期待されている。そうした意味で機能性
食品は一般食品と医薬品との中間に位置づけられている。近年、疾病の対策としては健康
の増進や疾病の予防に重点が置かれている。そのため、食品の機能性に関心が集まり、食
品中の機能性成分の探索やその作用機構等の食品機能に関する研究が進められている。
これらの研究を通じて、抗酸化、抗がん、血圧調節、コレステロー ル低減、抗肥満などの生
体調節機能を持つ成分が見出されており、食品成分が生活習慣病の予防などに対して有
効であるとの報告がなされている(荒井ら, 2007; 中谷と小城, 2009)。このように食品中の機
能成分の探索やその作用機序を解明する研究は、食を通して生活習慣病などを予防するこ
とにつながる重要なものである。
ショウガ科(Zingiberaceae)の植物はハナミョウガ属(Alpinia)、ウコン属(Curcuma)、ハナシュ
クシャ属(Hedychium)、バンウコン属(Kaempferia)、ショウガ属(Zingiber)など 53 属があり、
1200 を超える種が存在するといわれている。ショウガ科植物は熱帯地域に広く分布し、特に
東アジアや太平洋上の島々に多く生育している(Kress et al., 2002)。ショウガ(Z. officinale)、
ウコン(C. longa)、カルダモン(Elettaria cardamomum)、バンウコン(K. galanga)など、多くの
種が香辛料として利用されている。また、中国最古の薬物学書といわれている神農本草経
にショウガが記載されているほか、インドの伝統医学であるアーユルヴェー ダでもショウガ科
の植物が利用されるなど、古来よりショウガ科植物は民間薬としても広く利用されてきた
(Kikuzaki, 2000; 糸川, 2001)。こうした経緯からショウガ科植物が食品機能性研究の対象と
して注目されており、生活習慣病の予防につながる可能性のある生理活性物質が多数単離
されている。例えば、ショウガからは抗酸化性や抗腫瘍性、抗血小板作用などの機能性を持
つ化合物として辛味成分でもあるジンゲロー ル関連化合物が単離されている(Guh et al.,
1995; Masuda et al., 2004; Park et al., 1998)。また、ウコンの黄色色素であるcurcuminはジア
2リー ルヘプタノイドの一種で抗炎症、抗酸化、抗腫瘍などの効果を持つことが報告されてい
る(Huang et al., 1997; Kumar et al., 1998; Jung et al., 2006)。ナンキョウ(A. galanga)の香気成
分でフェニルプロパノイドの一種である 1′-acetoxychavicol acetate やハナショウガ(Z.
zerumbet)などに多く含まれるセスキテルペンの zerumboneにも発がん抑制効果や抗炎症作
用があることが報告されている(Murakami et al., 2002, 2005; Nakamura et al., 1998) (Fig. 1)。
本研究の対象であるKaempferia parviflora Wall.はショウガ科バンウコン属に属する植物
で、根茎が紫色をしているという特徴を持つ。タイではKra-Chai-Dumと呼ばれ、その根茎が
現地の料理の香りづけに用いられてきたほか、民間薬的に潰瘍や高血圧の治療などにも用
いられてきた(Yenjai et al., 2004; Patanasethanont et al., 2006)。タイのショウガ科植物としては、
トムヤムスー プにも用いられるナンキョウから、前述のように発がん抑制物質が単離されてい
る。また、タイでは Kra-Chai と呼ばれるオオバンガジュツ(Boesenbergia pandurata)からは高
い抗炎症活性を持つ特徴的な成分としてpanduratin Aや hydroxypanduratin Aというシクロ
ヘキセニルカルコンが単離されているほか(Tuchinda et al., 2002)、抗腫瘍作用を持つ物質
として cardamoninが報告されている(Murakami et al., 1993) (Fig. 1)。K. parvifloraの機能性
に関する研究は 2005 年頃から盛んになり、様々な生理活性に関する報告がなされている。
Rujjanawateらはラットを用いた実験で、K. parvifloraのエタノー ル抽出物を経口投与するこ
とによりindomethacin や拘束浸水ストレスにより誘導される胃潰瘍の形成を顕著に抑制する
ことを報告している(Rujjanawate et al., 2005)。また、本植物から単離されたフラボンにヒト免
疫不全ウイルス1型やC型肝炎ウイルス、ヒトサイトメガロウイルスのプロテアーゼに対する阻
害作用が認められた(Sookkongwaree et al., 2006)。その他に K. parviflora の一酸化窒素
(NO)産生に対する作用も報告されている。NO は血管拡張作用を持つことが知られている。
本植物のエタノー ル抽出物は血管内皮型 NO合成酵素(eNOS)の発現を促進することにより、
NO の産生を促進することから高血圧予防効果が期待されている(Wattanapitayakul et al.,
2007)。一方、K. parviflora より単離されたメトキシフラボンはマウスマクロファー ジ由来の
RAW264.7細胞をリポ多糖で刺激することにより誘導される誘導型NO合成酵素(iNOS)由来
のNOの産生を抑制した。iNOSによる過剰なNOの産生を抑制することは炎症の抑制につ
ながると考えられている。また、これらのメトキシフラボンはその他の炎症因子であるプロスタ
グランジン E2 や腫瘍壊死因子-の産生も抑制することが報告されている(Tewtrakul and
Subhadhirasakul, 2008; Sae-wong et al., 2009)。これら以外にも、アレルギー反応による細胞
からの脱顆粒の抑制作用 (Tewtrakul et al., 2008)や血管の弛緩および抗痙攣作用
3(Wattanapitayakul et al., 2008)、アルツハイマー型認知症の治療につながるといわれるコリン
エステラー ゼ阻害作用(Sawasdee et al., 2009)といった様々な生理活性を示すことが報告さ
れている。さらに、本植物から単離した5,7-dimethoxyflavoneを出発物質としてHepG2細胞
に対して細胞毒性を示す新規のオキシム化合物(Yenjai et al., 2009)や KB細胞に対して強
い細胞毒性を示す新規のアミノ化合物が合成されている(Wanich and Yenjai, 2009)。このよう
に K. parvifloraは多様な生理調節機能を示し、食品機能性素材として有望視されているが、
本植物の成分に関する報告は少なく、フラボノイドが単離されたという報告があるのみで
(Jaipetch et al., 1983; Yenjai et al., 2004)、その他の成分については明らかとなっていない。
このような背景から、本研究は K. parviflora に含まれる成分を解明し、その機能性を明らか
にすることを目的とした。
第 1章では K. parvifloraの特徴的な成分を解明することを目的に精製、単離、および機
器分析による構造決定を行った。また、あわせて本植物に多く含まれるメトキシフラボンの定
量を行った。
第 2章では、K. parvifloraの成分による-グルコシダーゼ阻害活性について検討した。上
述のように K. parvifloraには様々な生理活性があることが報告されている。本研究ではこれ
までに報告されていないK. parvifloraの機能性を見出すことを目的に、各種酵素の阻害活
性の測定を行ない K. parvifloraの粗抽出物に-グルコシダーゼの阻害活性があることを確
認した。-グルコシダーゼは主に小腸上皮細胞に存在する膜酵素で糖質の代謝に関わる
非常に重要な酵素であり、二糖類であるマルトー スやスクロー スなどを加水分解する。その
ため、-グルコシダーゼの作用を抑制することにより、小腸からのグルコー スの過剰な吸収
を抑えることができるといわれている。血糖値を制御することは、糖尿病や肥満の悪化を抑
制する上で効果的な手段のひとつであると考えられている。平成 19 年国民健康・栄養調査
では糖尿病が強く疑われる人は約 890 万人で、糖尿病の可能性が否定出来ない人を合わ
せると約 2210 万人にのぼると推定されており、国民のおよそ 6 人に一人に関わる大きな問
題である。-グルコシダーゼの阻害は、糖尿病患者にとっての大きな問題のひとつである食
後の血糖値の急激な上昇を抑制するために有効であるとされている。実際に acarbose や
voglibose といったいくつかの-グルコシダーゼ阻害剤が、グルコー スの吸収を遅らせるとい
う目的で医薬品として用いられている(Chiasson et al., 1996; Shinozaki et al., 1996)。そこで
本章では-グルコシダーゼ阻害活性の見られたK. parvifloraから単離した各化合物の-グ
ルコシダーゼ阻害活性を測定した。また、本植物に多量に含まれるメトキシフラボンの化学
4構造と阻害活性の強さの相関に関しての考察を行った。
第 3章では K. parvifloraの成分の抗変異原性についての検討を行った。がんは日本の
国民死因の第 1 位であり、死亡総数に占める割合は 30%にのぼる。そのため、がんの発生
のメカニズムの解明やがんを抑制する化合物の探索など、がんに関する広範な研究が行わ
れてきている。発がんの第一段階では DNA の塩基配列に異常が起こり、細胞の複製が正
常に行われなくなる。変異原物質は DNA に作用して塩基配列に異常を起こす物質である
(松尾と中村, 1999)。よって抗変異原物質により変異を抑制することは発がんのリスクを低減
すると考えられる。本植物の粗抽出物の抗変異原性を測定したところ、低極性部に抗変異
原性が見られた。そこで、抗変異原性が見られた K. parviflora の低極性部の主成分である
メトキシフラボンの抗変異原性を測定し、その化学構造と抗変異原性との関連性を検討し
た。
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Fig. 1 Bioactive constituents from Zingiberaceae plants.
6第 1章 Kaempferia parvifloraに含まれる成分の解明
1. 抽出と精製
乾燥したK. parvifloraの根茎をdichloromethane (CH2Cl2)で抽出し、塩化メチレン抽出物
を得た。残渣は、さらに、70% acetone 水溶液で抽出した。抽出液を濃縮し、acetone を除去
した後、ethyl acetate (EtOAc)と水で分配し、酢酸エチル可溶部、水可溶部を得た(Fig. 2)。
得られた塩化メチレン抽出物をsilica gel、Sephadex LH-20、および Chromatorex ODSを担
体としたカラムクロマトグラフィ(CC)により精製し compounds 1–12 および 15–19 を単離した
(Fig. 3)。酢酸エチル可溶部を同様に精製しcompounds 13、14、および 20–24 を単離した
(Fig. 4)。水可溶部をSephadex LH-20および ODS CCで精製しcompounds 25–29を単離し
た(Fig. 5)。
色素成分に関しては以下のように抽出と精製を行った。乾燥した K. parviflora の根茎を
3% trifluoroacetic acid (TFA) methanol (MeOH)溶液で抽出した。抽出液を濃縮し、MeOH
を除去し水に懸濁した後、EtOAcで低極性部を除いた。残った水層をMCI GEL CHP20Pに
吸着させ、水で洗った後、H2O–MeOH系の溶媒(0.5%の TFAを含む)で溶出し、5つのフラ
クションを得た。H2O–MeOH (3:2)で溶出されたフラクションをSephadex LH-20 および ODS
CCで精製しcompounds 30および 31を得た(Fig. 6)。
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Residue
extracted with CH2Cl2
Extract Residue
concentrated and partitioned between EtOAc and H2O
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Fig. 2 Extraction of K. parviflora.
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3 mg
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7 mg
silica gel CC (benzene-acetone)
silica gel CC
(n-hexane-acetone, 97:3)
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(benzene-MeOH, 99:1)
ODS CC
(MeOH-H2O, 4:1)
silica gel CC
(CH2Cl2-acetone, 19:1)
silica gel CC
(benzene)
* * * * * * *
* Recrystallized
silica gel CC
(n-hexane-acetone, 99:1)
Compound 19
8 mg
Fig. 3 Fractionation and purification of the CH2Cl2 extract.
EtOAc soluble fraction
27.9 g
Fr.1 22 24 292726
Compound 13
8 mg Compound 2012 mg
Compound 23
67 mg
Compound 24
14 mg
silica gel CC (benzene-acetone)
silica gel CC
(CH2Cl2-MeOH, 19:1)
Fr.1 2 5 9
Compound 14
11 mg
silica gel CC
(CH2Cl2-MeOH, 9:1)
Fr.1 18 20
Sephadex LH-20 CC
(MeOH)
Compound 21
4 mg
ODS CC
(MeOH-H2O, 9:1)
Fr.1 5 11 13
Sephadex LH-20 CC
(MeOH)
silica gel CC
(EtOAc-MeOH-H2O, 17:2:1)
**
*
* Recrystallized
Fr.1 15117
Sephadex LH-20 CC
(MeOH)
silica gel CC
(EtOAc-MeOH-H2O, 12:2:1)
Compound 22
9 mg
Fig. 4 Fractionation and purification of the EtOAc soluble fraction.
9H2O soluble fraction29.6 g
Fr.1 11 12 2013
ODS CC
(MeOH-H2O, 3:7)
Compound 27
68 mg
Compound 28
72 mg
ODS CC
(MeOH-H2O, 3:7)
Compound 25
5 mg
Sephadex LH-20 CC (H2O-MeOH)
Compound 29
55 mg
ODS CC
(MeOH-H2O, 3:7)
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Compound 26
6 mg
ODS CC
(MeOH-H2O, 9:11)
Fig. 5 Fractionation and purification of the H2O soluble fraction.
Extract Residue
extracted with 3% TFA in MeOH
concentrated and partitioned between
EtOAc and H2O
EtOAc layer H2O layer
Dried rhizomes of Kaempferia parviflora (997 g)
MeOHH2O
MCI GEL
eluted with H2O-MeOH (containing 0.5% TFA)
20% MeOH 30% MeOH 40% MeOH 50% MeOH
Sephadex LH-20 CC (MeOH-TFA-H2O, 70:0.5:30)
ODS CC (CH3CN-TFA-H2O, 15:0.3:85)
Compound 30
1 mg
Fr.1 4 6 10
ODS CC (CH3CN-TFA-H2O, 15:0.3:85)
Compound 31
1 mg
Fig. 6 Extraction and purification of pigments from K. parviflora.
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2. 単離化合物の構造
2.1. フラボン
Compound 1は electron impact mass spectrometry (EIMS)でm/z 298に分子イオンピー ク
が観測された。1H nuclear magnetic resonanse (NMR)スペクトルにおいて、フェニル基[(
7.52 (3H, m, H-3′–5′)および 8.06 (2H, m, 2′, 6′)]と1,2,3,5-四置換ベンゼン環[ 6.37 (1H, d,
J = 2.2 Hz, H-6)および 6.46 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8)]の存在を示すシグナルが観測された。
また、13C NMRスペクトルで 179.0 (C-4)にカルボニル炭素のシグナルが観測されたことか
ら、compound 1はフラボン骨格を持つことが示唆された。さらに、1H NMRで 12.59 (1H, s)
にキレー トしたヒドロキシ基の存在を示すシグナルが観測された。また、 3.87(3H, s)と 3.88
(3H, s)にメトキシ基の存在を示すシグナルが観測され、これらのプロトンから 139.7 (C-3)と
165.6 (C-7)のカーボンに対してheteronuclear multiple bond correlation (HMBC)が観測され
たことから(Fig. 7)、compound 1は 5-hydroxy-3,7-dimethoxyflavoneであると決定した。また、
機器分析のデータは文献値(Jaipetch et al., 1983)と一致した。
Compound 2は 1H NMRのシグナルがcompound 1と似ていることからcompound 1と同様
にフラボン骨格を持つことが推測された。Compound 1 との相違点は EIMS で compound 1
に比べ 30大きいm/z 328に分子イオンピー クが観測されたことと1H NMRで 3個のメトキシ
基のシグナルおよびオルトカップリングしたプロトン[ 7.02 (2H, d, J = 9.3 Hz, H-3′, 5′)および
 8.08 (2H, d, J = 9.3 Hz, H-2′, 6′)]のシグナルが観測されたことであった。以上のことより、
compound 2は 5-hydroxy-3,7,4′-trimethoxyflavoneであることが分かった。NMRの値は文献
値(Dong et al., 1999)と一致した。
Compound 3は 1H NMRにおいて、compound 1に比べ 1個多い 3個のメトキシ基のシグ
ナルが観測された。また、5 位のキレー トしたヒドロキシ基を示すシグナルが観測されていな
いことより、5位にメトキシ基が結合した構造と推測された。NMRの値を文献値(Joseph-
Nathan et al., 1981)と比較したところ一致したため 3,5,7-trimethoxyflavoneと決定した。
Compound 4は 1H NMRにおいて、compound 3に比べ 1個多い 4個のメトキシ基のシグ
ナルが観測された。また、 7.01と 8.07のオルトカップリング(J = 9.0 Hz)したプロトンが観測
されたことから 4′位にメトキシ基が結合した 3,5,7,4′-tetramethoxyflavone であると決定した。
EIMSでm/z 342にピー クが観られることからもこの構造が支持され、その他の測定値も文献
値(Joseph-Nathan et al., 1981)と一致した。
11
HMBC
O
OOH
H3CO
OCH3
2
345
7
O
OOH
H3CO
OCH3
2
345
7
OCH3
4'
O
OOCH3
H3CO
OCH3
2
345
7
O
OOCH3
H3CO
OCH3
2
345
7
OCH3
4'
1 2
3 4
Fig. 7 Compounds 1–4.
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Compound 5は 1H NMRにおいて、compound 3に比べ 1個少ない 2個のメトキシ基のシ
グナルが観測された。また、 6.69 (s)のシグナルが観られることより、3位のメトキシ基がない
5,7-dimethoxyflavoneであると決定した。この構造は EIMSスペクトルにおいてm/z 282にピ
ークが観測されたことからも支持される。さらに、NMR のデータは文献値(Jaipetch et al.,
1983; Joseph-Nathan et al., 1981)と一致した。
Compound 6は 1H NMRにおいて、compound 5に比べ 1個多い 3個のメトキシ基のシグ
ナルが観測された。また、 7.00と 7.82のプロトンがオルトカップリング(J = 9.0 Hz)している
ことから 4′位にメトキシ基が結合した 5,7,4′-trimethoxyflavone であると決定した。その他の
NMRのシグナルも文献値(Jaipetch et al., 1983; Joseph-Nathan et al., 1981)と一致した。
Compound 7は 1H NMRにおいて、compound 6に比べ 1個少ない 2個のメトキシ基のシ
グナルが観測された。また、 12.82 のヒドロキシ基の存在を示すシグナルが観測されたこと
から5-hydroxy-7,4′-dimethoxyflavoneであることが分かった。NMRの値は文献値(Gonzalez
et al., 1989)と一致した。
Compound 8は 1H NMRにおいて、compound 5に比べメトキシ基のシグナルが 1本少な
く、 12.73にはヒドロキシ基のシグナルが観測された。よって、本化合物は、5-hydroxy-
7-methoxyflavoneであると決定した。NMRの値は文献値(Asakawa, 1971)と一致した。
Compound 9は 1H NMRにおいて、compound 2に比べ 1個多い 4個のメトキシ基のシグ
ナルが観測された。また、 7.74のプロトンが 6.99のプロトンとオルトカップリング(J = 8.5Hz)、
 7.69のプロトンとメタカップリング(J = 2.2Hz)していることから3′位にメトキシ基が結合ている
ことが示唆された。NMRの値を文献値(Vidari et al., 1971)と比較し、一致したため 5-
hydroxy-3,7,3′,4′-tetramethoxyflavoneであると決定した。
Compound 10は 1H NMRにおいて、compound 9に比べ 1個少ない 3個のメトキシ基の
シグナルが観測された。また、EIMSにおいてcompound 9に比べ 14小さいm/z 344に分子
イオンピークが観測された。このことからメトキシ基がヒドロキシ基に置換されたと示唆された。
さらに、それぞれのメトキシ基のプロトンから3位、7位、および 4′位の炭素に HMBCがある
ことから 3、7、4′位にメトキシ基が結合していると推測された。また、4′位がメトキシ基であるこ
とは 3.95のメトキシ基のプロトンと5′位の 7.12のプロトンとの間にnuclear Overhauser effect
(NOE)相関が観られることからも分かる(Fig. 8)。さらに、本化合物の機器分析データが文献
値(Dong et al., 1999; Wang et al., 1989)と一致したことより、5,3′-dihydroxy-3,7,4′-trimethoxy-
flavoneであると決定した。
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Fig. 8 Compounds 6–10.
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Compound 11は 1H NMRにおいて、compound 4に比べ 1個多い 5個のメトキシ基のシ
グナルが観測された。また、 7.71 のプロトンが 6.98 のプロトンとオルトカップリング(J =
8.8Hz)、 7.71のプロトンとメタカップリング(J = 2.0Hz)していることから3′位にメトキシ基が結
合した 3,5,7,3′,4′-pentamethoxyflavone であると決定した。本化合物の機器分析データは文
献値(Dong et al., 1999; Joseph-Nathan et al., 1981)と一致した。
Compound 12は 1H NMRにおいて、compound 7に比べ 1個多い 3個のメトキシ基のシ
グナルが観測された。また、 7.53 のプロトンが 6.99 のプロトンとオルトカップリング(J =
8.5Hz)、 7.35のプロトンとメタカップリング(J = 2.2Hz)していることから3′位にメトキシ基が結
合した 5-hydroxy-7,3′,4′-trimethoxyflavone であると決定した。また、NMR の値は文献値
(Ahond et al., 1990)と一致した。
Compound 13は 1H NMRにおいて、compound 6に比べ 1個少ない 2個のメトキシ基の
シグナルが観測された。また、EIMSで compound 6に比べ 14小さいm/z 298に分子イオン
ピー クを持つことから1個のメトキシ基がヒドロキシ基に置き換わった構造であると推測された。
メトキシ基のプロトンからは 5位および 7位のカーボンに対してHMBCがあることから、5位
および 7 位にメトキシ基が結合していることが分かった(Fig. 9)。さらに、dimethyl sulfoxide
(DMSO)-d6 で測定した際の 1H NMR の値が文献値(Kao et al., 2004)と一致したので
compound 13は 4′-hydroxy-5,7-dimethoxyflavoneであると決定した。
Compound 14は 1H NMRにおいて、compound 6に比べ 1個多い 4個のメトキシ基のシ
グナルが観測された。また、 7.51のプロトンが 6.96のプロトンとオルトカップリング(J = 8.5
Hz)、 7.32のプロトンとメタカップリング(J = 2.2Hz)していることから3′位にメトキシ基が結合し
た5,7,3′,4′-tetramethoxyflavoneであると決定した。また、NMRの値は文献値(Joseph-Nathan
et al., 1981)と一致した。
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Fig. 9 Compounds 11–14.
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2.2. フラバノン
Compound 15は 1H NMRにおいて、 6.07と 6.08に J = 2.2Hzでメタカップリングしたプ
ロトンのシグナルが観られることと 7.43 にフェニル基の存在を示すシグナルが観られること
からcompound 8等と同様に 5位および 7位が置換されたフラボノイドであることが推測され
た。Compound 8と異なる点として1H NMRにおいて 6.67の3位のプロトンのシグナルの代
わりに 2.83と 3.09にメチレンのシグナルが、 5.43にメチンのシグナルが観測されたこと
である。それらのプロトンの間に proton–proton correlation spectroscopy (1H–1H COSY)相関
があることから、このメチレンとメチンは隣接していることが分かった。さらに、メチンのプロトン
から126.2に、メチレンのプロトンから 103.2のカーボンにHMBCがあることからフラバノン
骨格を持つことが分かった(Fig. 10)。この化合物の比旋光度は−33.7°であり、文献値(Su et
al., 2003)との比較から、本化合物が S体であることが分かった。また、その他のスペクトルデ
ータも文献値(Gonzalez et al., 1989)と一致したため、compound 15の構造を(2S)-5-hydroxy-
7-methoxyflavanoneであると決定した。
Compound 16は 1H NMRにおいて、compound 15に比べ 1個多い 2個のメトキシ基のシ
グナルが観測された。また、compound 15 で観られたキレー トしたヒドロキシ基のシグナルが
消失していることから、5位がメトキシ基に置換されていることが分かった。このことはEIMSに
おいて m/z 284 に分子イオンピー クを持つことからも支持される。さらに、比旋光度が−29.3°
であり、文献値(Bick et al., 1972)と比較してS体であることが分かったので、(2S)-5,7-di-
methoxyflavanoneであると決定した。
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2.3. カルコン
Compound 17は 1H NMRにおいて、 7.41から 7.61にかけてフェニル基の存在を示す
シグナルが観測された。また、 7.79と 7.91のシグナルから二重結合の存在が示唆された。
これらのプロトンのカップリングコンスタントが J = 15.6 Hzと大きいことからtransの二重結合
であることが分かった。 5.97と 6.12のメタカップリング(J = 2.3 Hz)しているプロトンのシグ
ナルから1,3,4,5-四置換のベンゼン環の存在が示唆された。また、13C NMRにおいてカルボ
ニルの存在を示す 192.7 のシグナルが観測された。さらに、二重結合のプロトンからフェニ
ル基、四置換ベンゼンおよびカルボニルのカーボンに対してHMBCがあることからカルコン
であることが分かった。また、 3.9 付近に２個のメトキシ基のシグナルが観測され、それらか
ら4′位および 6′位の炭素に対してHMBCがあることから(Fig. 11)、compound 17は(E)-2′-
hydroxy-4′,6′-dimethoxychalcone であると決定した。また、NMR の値は文献値(Jhoo et al.,
2006)と一致した。
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Fig. 11 Compound 17.
19
2.4. ジアリー ルヘプタノイド
Compound 18は 1H NMRにおいて、 7.39から 7.57にフェニル基 2残基に相当するシ
グナルが観測された。また、 6.64と 7.68のオレフィンプロトンがそれぞれ 2Hずつ観測さ
れ、それらのカップリングコンスタントが J = 15.9 Hzと大きいことからtransの二重結合が2組
存在することが分かった。また、 15.91に特徴的なエノー ルのシグナルが観測され、さらに、
13C NMRで 183.3にカルボニル炭素のシグナルが観測されたことより、(1E,6E)-1,7-di-
phenyl-1,6-heptadiene-3,5-dione であると決定した(Fig. 12)。また、NMR の値は文献値
(Matthes et al., 1980)と一致した。
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Fig. 12 Compound 18.
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2.5. 脂肪酸関連化合物
Compound 19は1H NMRスペクトルにおいて、 0.68 (s)、 0.82 (d, J = 6.8 Hz)、 0.83 (d,
J = 6.9 Hz)、 0.84 (t, J = 7.3 Hz)、 0.91 (d, J = 6.4 Hz)、 1.02 (s)にそれぞれ3Hのシグナ
ルが観測されたことから、6個のメチル基の存在が分かった。また、 5.38および13C NMRの
122.6と 139.7のシグナルより、１組みの二重結合が、 4.61のプロトンおよび 73.7のカーボ
ンのシグナルより、オキシメチンの存在が分かった。以上のことからβ-sitosterol構造を持つこ
とが推測された。また、compound 19は13C NMRにおいて 173.4にカルボニルを示すシグナ
ルが観測され、さらに、1H NMRで 0.88に末端メチル、 1.3付近に多数のメチレンの存在を
示すシグナルが観測されたことより、長鎖の脂肪酸部分を持つことが示唆された。さらに、β-
sitosterol部分の3位のプロトンからカルボニルカーボンにHMBCが観られることより(Fig. 13)、
脂肪酸がβ-sitosterolの3位にエステル結合した化合物であると推測された。このことは文献
値(Parmar et al., 1998)との比較からも支持される。また、positive ion fast atom bombardment
MS (FABMS)でm/z 625に[M+H]+を示すシグナルが観測されたことより、結合した脂肪酸が
ミリスチン酸であることが分かったのでcompound 19は-sitosteryl tetradecanoateであると決
定した。
Compound 20は 13C NMRで 176.0にカルボニル炭素の存在を示すシグナルが観測さ
れた。また、1H NMRスペクトルの 2.31にカルボニルに隣接したメチレンのシグナルが観測
された。 5.3から 5.4にかけて4Hのシグナルが観測されたことより、2つの二重結合の存
在が分かった。また、 2.77 に活性メチレンのシグナルが観られた。さらに、 0.90の末端メ
チルを示すシグナルと、 1.2 付近に多数のメチレンの存在を示すシグナルが観測された。
加えて、 3.64 のメトキシ基を示すプロトンのシグナルからカルボニルカーボンに対して
HMBC があることから二価不飽和脂肪酸のメチルエステルであることが推測された(Fig. 13)。
Compound 20は EIMSでm/z 294に分子イオンピー クを持つことから、methyl 9Z,12Z-octa-
decadienoateであると決定した。
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Compound 21は 1H NMRにおいて compound 20と類似した部分が観測されたため、リノ
ール酸を部分構造に持つことが推測された。また、 4.23 (d, J = 7.3 Hz)と 4.85 (d, J = 3.7
Hz)にアノメリックプロトンを示すシグナルが観測されたことより、2 残基の単糖の存在が分か
った。これらの糖は 13C NMRの値から、ともに galactoseであることが分かった(Yoshikawa et
al., 1994)。それ以外に 3.64と 3.85および 4.14の2Hのシグナルが観測されたことより、2
組のオキシメチレンの存在が示唆された。また、 3.98にオキシメチンのシグナルが観測され
た。それらの間に 1H–1H COSY相関があることからglycerol部分を持つことが分かった。さら
に、glycerolの 1位のプロトンから脂肪酸のカルボニルカーボンである 175.5のシグナルに
対して、3位のプロトンからは 100.5のアノメリック炭素に対してそれぞれHMBCが観測され
たことより、1 位に脂肪酸、3 位に糖が結合していることが分かった。また、3 位に結合した
galactoseのアノメリックプロトン( 4.24)のカップリングコンスタントは J = 7.3 Hzと比較的大き
いことからβ結合していることが分かった。また、もう一方のgalactoseの1位のプロトン( 4.85)
のカップリングコンスタントは J = 3.7 Hzと比較的小さく、さらに、glycerolに結合している糖の
6位の炭素( 67.7)に対してHMBCがあることから6位にα結合していることが分かった(Fig.
14)。以上のことより、本化合物は 1-O-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-3-O-[-galactopyranosyl-
(1→6)--galactopyranosyl]glycerolであると決定した。また、この構造は positive ion FABMS
で m/z 680 に[M+H]+のピークを持つことからも支持され、機器分析データも文献値
(Yoshikawa et al., 1992 and 1994)と一致した。
Compound 22は 1H NMRにおいてcompound 21と非常によく似たシグナルが観測された。
異なる部分はアノメリックプロトン 1Hに対して 2.77の活性メチレンのシグナルが 1H、二重
結合に隣接するメチレンのシグナルがおよそ 3Hとなっていたことなどである。このことから構
成する脂肪酸が異なる複数のグリセロ糖脂質の混合物であると推測される。Positive ion
FABMSでm/z 677に[M+Na]+のシグナルが観測された。また、m/z 239と313のフラグメント
イオンピー クが観測されたことより、構成脂肪酸がパルミチン酸である1-O-hexadecanoyl-3-
O-[-galactopyranosyl-(1→6)--galactopyranosyl]glycerol が主成分であると決定した。この
構造は機器分析データが文献値(Murakami et al., 1994)と一致したことより支持された。
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Fig. 14 Compounds 21 and 22.
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Compound 23は 1H NMRスペクトルが compound 21と類似していた。脂肪酸のメチル基
のシグナルやカルボニルのシグナルが脂肪酸2個分観測されたことが相違点であった。また、
glycerolの 2位のシグナルが 5.24と低磁場シフトしており、さらに、2位のプロトンからも脂
肪酸のカルボニルカーボンに対して HMBC が観られることから2 位にも脂肪酸が結合して
いることが分かった。また、positive ion FABMSでm/z 940に[M+Na]+のピー クが観測された。
さらに、m/z 239と313のフラグメントイオンピー クからパルミチン酸、m/z 263と337からリノー
ル酸が構成脂肪酸であることが分かった。脂肪酸の位置を決めるため、酵素的加水分解を
行った。Compound 23とLipase type XIII (Pseudomonus sp.由来)をH2O–dioxane (1:1)中で4
時間反応させた。反応物を silica gel CC (EtOAc–MeOH–H2O, 17:2:1)にかけ、compound
23a (0.8mg)を得た(Fig. 15)。この化合物のEIMSを測定したところm/z 256にピー クが観られ
たことからパルミチン酸であることが分かった。本法では glycerolの 1位および 3位のエステ
ル結合が優先的に加水分解される(Kitagawa et al., 1989; Jung et al., 1996)ため 1位にパル
ミチン酸、2位にリノー ル酸が結合していることが分かった。よって、本化合物の構造を1-O-
hexadecanoyl-2-O-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-3-O-[-galactopyranosyl-(1→6)--galacto-
pyranosyl]glycerol であると決定した。また、機器分析データは文献値(Jung et al., 1996;
Murakami et al., 1991)と一致した。
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Compound 24は 1H NMRスペクトルの 5.29のシグナルおよび 13C NMRスペクトルの
51.7 のシグナルより窒素の結合したメチンを持つことが示唆された。また、 175.6 のシグナ
ルよりカルボニル炭素の存在が分かり、アミドの存在が推測された。 4.20、 4.28、および
4.57のシグナルより、3つのオキシメチンの存在が示唆された。 5.44と 5.50のシグナルよ
り二重結合の存在が分かった。また、 4.94のアノメリックプロトンを示すシグナルが観測され
たことより、糖の存在が示唆された。この糖のプロトンの 1位と2位、2位と3位、3位と4位、
および 4位と5位のカップリングコンスタントが J = 7.8–9.1 Hzといずれも比較的大きいことか
ら-glucoseであると決定した。さらに、 0.84に2個の末端メチルを示すシグナルが観られる
ことと、 1.2付近に多数のメチレンの存在を示すシグナルが観測されたことから、2本の長い
アルキル鎖を持つことが分かった。以上のことより、compound 24はスフィンゴ糖脂質の一種
であることが推測された。さらに、Fig. 16に示す 1H–1H COSY相関とHMBCが観測されたこ
とより、アミン部分の 3 位と4 位にヒドロキシ基が結合し、8 位と9 位の間に二重結合が存在
することが分かった。このことは NMRの値が文献値(Kang et al., 2001; Tuntiwachwuttikul et
al., 2004)と一致したことからも支持される。また、positive ion FABMSでm/z 845に[M+H]+の
分子イオンピー クが観測され、さらに、m/z 262に特徴的なフラグメントイオンピー ク(Ohashi et
al., 1987)を持つことから、アミン部分と脂肪酸部分の炭素数は、それぞれ 18および 24と決
定した(Fig. 16)。以上より、本化合物を1-O--gluco-pyranosyl-(8Z)-2-(2-hydroxytetra-
cosanoylamino)-8-octadecene-1,3,4-triolであると決定した。
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2.6. フラボノー ル配糖体
Compound 25は 1H NMRスペクトルにおいて 6.21と 6.41にメタカップリング(J = 2.2 Hz)
したプロトンのシグナルが観られた。また、 7.62のプロトンが、 6.91のプロトンとJ = 8.5 Hz
でオルトカップリング、 7.94のプロトンとJ = 2.2 Hzでメタカップリングしていることから1,2,4-
三置換のベンゼン環の存在が示唆された。さらに、13C NMR スペクトルの 179.3 のシグナ
ルよりカルボニル炭素の存在が分かった。以上のことから 3、5、7、3′、4′位が置換されたフラ
ボン骨格を持つことが推測された。また、それ以外に 4.52 (d, J = 1.7 Hz)と 5.23 (d, J = 7.6
Hz)に 2 個のアノメリックプロトンを示すシグナルが観測されたことより、2 残基の単糖の存在
が示唆された。また、 1.09 (3H, d, J = 6.1 Hz)の特徴的なメチル基のシグナルから片方は
rhamnoseであることが推測された。13C NMRの値から、もう片方の糖は glucoseであることが
分かった。また、 3.94 (3H, s)のメトキシ基のプロトンと2′位のプロトン( 7.94)の間にNOE相
関があることからB環の 3位にメトキシ基が結合していることが分かった。Glucoseの 1位の
プロトンのカップリングコンスタントはJ = 7.6 Hzと比較的大きく、さらに、アグリコンの3位のカ
ーボンである 135.4に対してHMBCがあることから3位に β結合していることが分かった。
Rhamnoseの 1位は J = 1.7 Hzと小さいことからα結合であることが分かり、さらに、glucose
の 6位に対してHMBCが観測されたことからglucoseの 6位のカーボン( 68.5)に結合して
いることが分かった(Fig. 17)。以上のことより、本化合物を isorhamnetin 3-O-[-rhamno-
pyranosyl-(1→6)--glucopyranoside]と決定した。また、NMR の値は文献値(Beck et al.,
1999)と一致した。
Compound 26は 1H NMRのシグナルがcompound 25と似ていた。相違点はcompound 25
で観られたメトキシ基のシグナルが消失していることであり、このことよりアグリコン部分が
quercetin であることが予測された。本化合物の機器分析データを quercetin
3-O-[-rhamnopyranosyl-(1→6)--glucopyranoside]の文献値(Slimestad et al., 1995)と比較
したところ一致したので、本化合物をquercetin 3-O-[-rhamnopyranosyl-(1→6)--gluco-
pyranoside]と決定した。
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2.7. 新規フェノー ル性配糖体
Compound 27は負の比旋光度([]25D −131.3°)を持つ非晶質の固体として単離された。分
子式は high-resolution FABMS (HRFABMS)でm/z 625.1769に[M+H]+のピー クが観測され
たことよりC28H32O16と決定した。1H NMR スペクトルでメタカップリングしたプロトンのシグナ
ル[ 5.85 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8)および 5.98 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6)]が観測されたことより
1,2,3,5-四置換フェニル基の存在が示唆された。また、1H NMRでは、さらに、2個の芳香族
プロトン[ 7.22 (1H, s, H-2′)および 7.34 (1H, d, J = 1.0 Hz, H-5′)]とメチンのプロトン[ 5.17
(1H, br s, H-4)]、メトキシ基のプロトン[ 3.89 (3H, s)]のシグナルが観測された。また、13C
NMRスペクトルの 196.1 (C-2)と 112.6 (C-3)のシグナルからカルボニル炭素とアセター ル
の炭素の存在が示唆された(Table 1)。HMBCでH-2′とC-1′、3′、4′、6′、およびH-5′とC-1′、3′、
および 4′に相関が観られたことより、これらのプロトンは 1,2,4,5-四置換ベンゼン環上のプロト
ンであることが分かった(Fig. 18)。さらに、H-2′とメトキシ基のプロトンとの間に NOE
spectroscopy (NOESY)相関が観測されたため、3′位にはメトキシ基が結合していることが分
かった(Fig. 19)。また、2'位のプロトンからカルボニル炭素への HMBC からカルボニル炭素
が C-1′に隣接していることが推測された。メチンのプロトンからの C-5, 9, 10, 1′, 6′とH-5′から
の C-4に対するHMBCから1,2,3,5-四置換フェニル基と1,2,4,5-四置換フェニル基はともに
このメチンに結合していることが分かった。さらに、H-4とC-2, 3の間にHMBCが観られたこ
とよりcompound 27のアグリコン部分の構造は 5a,10b-dihydro-1,3,5a,9-tetrahydroxy-8-
methoxy-6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-6-one であることが推測された(Fig. 18)。また、1H
NMRスペクトルで 2個のアノメリックプロトンのシグナルが 4.54と 4.66に観測されたことよ
り2残基の単糖の存在が示唆された。糖部分のシグナルはcompound 25とよく似ていたので
-glucopyranose と-rhamnopyranose であると予測された。これらの糖の絶対配置は酸加水
分解して得た糖の 1-[(S)-N-acetyl--methylbenzylamino]-1-deoxyalditol acetate 誘導体を
high performance liquid chromatography (HPLC)分析することにより決定した(Fig. 20)。
Compound 27 より得た糖の誘導体と標準糖を同様に反応させたものとの保持時間が一致し
たため、D-glucoseおよび L-rhamnoseであることが分かった。また、glucoseのアノメリックプロ
トン( 4.54)からアグリコンの 3 位の炭素に、rhamnose のアノメリックプロトン( 4.66)から
glucoseの 6位の炭素( 67.0)にHMBCが観測されたことより、6--L-rhamnopyranosyl -D-
glucopyranoseが 3位に結合していることが分かった(Fig. 18)。次に、この化合物が 3残基の
フェノー ル性ヒドロキシ基を持つことを確認するためにアセチル化を行った。Compound 27を
31
pyridine中で無水酢酸によりアセチル化したところnonaacetyl誘導体(compound 27a)を得た。
Compound 27aの 1H NMRスペクトルには 2.26 (3H, s)、 2.35 (3H, s)、および 2.43 (3H,
s)にフェノー ル性のアセチル基のメチルプロトンを示すシグナルが観測されたことより、元の
化合物は3残基のフェノー ル性のヒドロキシ基を持つことが確認された。アグリコンの3位と4
位の相対立体構造はNOESYにより決定した。アグリコンの 4位のプロトンとglucoseのアノメ
リックプロトンとの間にNOESY相関が観測されたことより、3位に結合した糖と4位の水素は
cisの関係であることが分かった(Fig. 19)。よって、compound 27をrel-(5aS,10bS)-5a,10b-di-
hydro-1,3,5a,9-tetrahydroxy-8-methoxy-6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-6-one 5a-O-[-L-
rhamnopyranosyl-(1→6)--D-glucopyranoside]であると決定した(Fig. 21)。
Compound 28は非晶質の固体として単離された。HRFABMSでm/z 625.1762に[M+H]+
のピー クが観測されたことからcompound 27と同じ分子式を持つことが分かった。Compound
28の機器分析データは compound 27のものと非常によく似ていた。相違点は比旋光度([]
25
D  +138.3°)とNMRスペクトルのアグリコンの 4位および glucoseの 1位と5位の水素と炭素
のシグナルであった(Table 1)。平面構造は heteronuclear multiple quantum coherence
(HMQC)、HMBC、およびNOESYスペクトルからcompound 27と同じであることが分かった。
これらのことより、compound 28は compound 27とは 3位と4位の相対立体配置の異なるの
ジアステレオマーであることが予測された。そこで NOESY スペクトルに着目すると、
compound 28ではアグリコンの 4位のプロトン( 4.82)とglucoseのアノメリックプロトン( 4.90)
との間に相関が観測されなかったため、糖と4 位の水素が trans の関係にあることが分かっ
た(Fig. 19)。さらに、compound 27と同様に酸加水分解した結果、D-glucoseとL-rhamnoseが
得られたことより糖部分の絶対配置を決定した。以上のことより compound 28 の構造を
rel-(5aS,10bR)-5a,10b-dihydro-1,3,5a,9-tetrahydroxy-8-methoxy-6H-benz[b]indeno[1,2-d]-
furan-6-one 5a-O-[-L-rhamnopyranosyl-(1→6)--D-glucopyranoside]であると決定した(Fig.
21)。
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Table 1 1H (500 MHz, CD3OD) and 13C NMR spectroscopic data (125 MHz, CD3OD) for
compounds 27 and 28
27 a 28 a
position H (m, J in Hz) C  H (m, J in Hz) C
2 196.1 196.0
3 112.6 113.3
4 5.17 (br s) 49.7 4.82 (br s) 51.3
5 161.7 161.6
6 5.98 (d, 2.0) 97.7 5.94 (d, 2.0) 97.4
7 160.8 160.8
8 5.85 (d, 2.0) 90.1 5.86 (d, 2.0) 90.8
9 156.0 155.9
10 105.5 105.4
1′ 124.7 125.9
2′ 7.22 (s) 106.2 7.22 (s) 106.3
3′ 150.8 150.7
4′ 158.5 157.6
5′ 7.34 (d, 1.0) 113.7 7.33 (d, 0.7) 113.7
6′ 152.4 150.5
Glc-1 4.54 (d, 7.6) 99.2 4.90 (m) 100.3
Glc-2 3.29 (m) 74.7 3.20 (dd, 9.3, 7.8) 74.8
Glc-3 3.30 (m) 77.5 3.35 (m) 77.9
Glc-4 3.37 (dd, 9.8, 9.0) 70.8 3.27 (m) 71.3
Glc-5 3.03 (ddd, 9.8, 4.6, 2.0) 77.0 3.27 (m) 77.3
Glc-6a 3.90 (dd, 10.7, 2.0) 67.0 3.86 (br d, 10.7) 67.4
Glc-6b 3.51 (dd, 10.7, 4.6) 3.51 (br d, 10.7)
Rha-1 4.66 (d, 1.7) 101.8 4.70 (d, 1.7) 102.0
Rha-2 3.92 (dd, 3.4, 1.7) 72.1 3.90 (dd, 3.4, 1.7) 72.2
Rha-3 3.69 (dd, 9.8, 3.4) 72.3 3.72 (dd, 9.5, 3.4) 72.3
Rha-4 3.35 (dd, 9.8, 9.5) 74.1 3.35 (dd, 9.8, 9.5) 74.2
Rha-5 3.64 (dq, 9.5, 6.3) 69.7 3.61 (dq, 9.8, 6.1) 69.7
Rha-6 1.26 (d, 6.3) 18.0 1.21 (d, 6.1) 18.0
OCH3 3.89 (s) 56.5 3.89 (s) 56.6
a Chemical shifts are shown in  values (ppm) relative to the solvent peak.
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Compound 29は非晶質の固体として得られた。FABMSでm/z 1233の[M+H]+のピー クが
観測されたこととHRFABMSで1255.3334に[M+Na]+のピー クが観測されたことより、分子式
をC56H64O31と決定した。Compound 29とcompound 27の 13Cおよび 1H NMRスペクトルの
間には多くの共通する部分が観られた。大きく異なる点は compound 27で観られた 6位と8
位のメタカップリングしたプロトンのシグナルが観られない代わりに 6.17 にシングレットのシ
グナルが観測されたことであった。このことより、本化合物は compound 27 を部分構造に持
つことが推測された。さらに、compound 29では 5.80 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8)と 5.81 (1H, d,
J = 2.2 Hz, H-6)のメタカップリングしたプロトンのシグナルから1,2,3,5-四置換フェニル基の
存在が、 7.17 (1H, dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-6′)のプロトンが、 6.84 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′)の
プロトンとオルトカップリング、 7.26 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′)のプロトンとメタカップリングして
いることから1,2,4-三置換のベンゼン環の存在が示唆された。また、 4.50 (1H, d, J = 3.7 Hz,
H-3)と 4.90 (1H, d, J = 3.7 Hz, H-4)に 2個のメチンの水素のシグナルが観測された。これら
のプロトンはカップリングしていることから 2 個のメチンは隣接していることが分かった。それ
以外に 1H NMRでは 3.89 (3H, s)にメトキシ基のプロトンが観測されたほか、13C NMRスペ
クトルではアセター ルの炭素[ 100.0 (C-2)]のシグナルが観測された(Table 2)。さらに、H-4
からC-2、3、5、9、および 10 に、H-2′とH-6′からC-2 に対して HMBC が観られたことから、
本化合物がフラバノー ル部分を持つことが推測された(Fig. 22)。メトキシ基の結合位置は、
NOESYスペクトルでメトキシ基のプロトンとH-2′の間に相関が観られたことより、3′位であるこ
とが分かった(Fig. 23)。これらの結果とA型のプロアントシアニジン(Fig. 24)のNMRスペクト
ルのデータ(Lou et al., 1999; Hatano et al., 2002)とを比較して、本化合物がプロアントシアニ
ジンA のように compound 27 に 3′-O-メチルエピカテキン残基が結合している構造であると
推測した。このことは HMBCスペクトルで 4位のプロトンと 6.17のプロトンから 155.1の炭
素に、4位と4′′位( 5.33)から 158.5の炭素に対して相関が観測されたことからも支持される。
しかしながら、これらの情報だけでは次の3種類のうちいずれの構造であるかを決定すること
ができなかった。すなわち、4 位と6′′位が C–C 結合し、2 位と5′′位がエーテル結合をしたも
の(A)、4位と6′′位がC–C結合し、2位と7′′位がエーテル結合をしたもの(B)、および4位と8′′
位がC–C結合し、2位と7′′位がエーテル結合をしたもの(C)の可能性が考えられる(Fig. 25)。
そこで、この化合物がいずれの構造かを決定するために、compound 29をアセチル化した。
その結果、5 残基のフェノー ル性アセチル基を持つヘプタデカアセチル化物(compound
29a)が得られた。このことは 2.20、 2.31、 2.32、 2.42、および 2.59にそれぞれ 3Hのシ
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ングレットのシグナルが観測されたことから確認できた。Compound 29a の 6′′位あるいは 8′′
位のプロトン( 6.56)と4′′位のプロトン( 5.05)から 145.7 (C-5′′)の炭素に対してHMBCが観
測された(Table 2)。この炭素のシグナルがアセチル化前( 154.0)に比べ高磁場シフトしてい
ることから、この炭素に結合していたヒドロキシ基がアセチル化されたことが示唆された
(Ewing, 1979)。6′′位あるいは8′′位のプロトンと4′′位のプロトンの両方からHMBCが観測され
る炭素にフリー のヒドロキシ基が結合しているのは、(C)の場合のみである。よって、メチルエ
ピカテキン部分の 2位と4位がそれぞれ 7′′位の酸素と8′′位の炭素に結合していることが分
かった。また、1H と 13C NMR のデータおよび compound 29 の酸加水分解の結果から
D-glucopyranoseとL-rhamnopyranoseがそれぞれ 2残基ずつ存在することが分かった。これ
らの糖のプロトンのシグナルは total correlation spectroscopy (TOCSY)により帰属した。
HMBCスペクトルでは、rhamnoseのアノメリックプロトン( 4.65と 4.66)からglucoseの 6位
の炭素( 68.1 と 67.1)に相関が観られた。また、glucose のアノメリックプロトン( 4.53 と
4.70)からはそれぞれ 3位( 70.1)と3′′位の炭素( 112.8)にHMBCが観測された。これらのこ
とより、6-L-rhamnopyranosyl-D-glucopyranose がアグリコンの 3 位と3′′位に結合していること
が分かった。Compound 29の相対立体構造は 1H NMRスペクトルのカップリングコンスタント
とNOESYにより決定した。メチルエピカテキン部分に関しては 3位のカップリングコンスタン
ト(3.7 Hz)と文献値(Lou et al., 1999)との比較から、2,3-trans配置であることが分かった。また、
6 位と2′′′位のプロトンの間に NOESY スペクトルで相関が観測されたため、Fig. 23 のような
相対立体構造をとっていることが推測された。このような構造をしているために、メチルエピ
カテキン残基のA環による遮蔽の影響で、2′′′位( 6.99)と3′′′位に結合したメトキシ基のプロ
トン( 3.50)が compound 27と比較して高磁場シフトしていると考えられる。Compound 29の
絶対配置は circular dichroism (CD)測定により決定した。フラバノー ルの 4位にフェニル基
が結合した化合物では、その 4 位の立体配置と短波長領域におけるCotton 効果との間に
Fig. 26に示した関連性があることが報告されている(Hatano et al., 2002; Barrett et al., 1979;
Kolodziej et al., 1991)。Compound 29では短波長領域に負の Cotton効果([]213 −157 000)
が観測されたことから4位が S配置であることが分かった。これらの結果から、絶対立体構造
が 2R、3S、4S、3′′S、および 4′′Sであることがわかり、compound 29を(2R,3S,4S)-3-O-[-L-
rhamnopyranosyl-(1→6)--D-glucopyranosyl]-3′-O-methyl-ent-epicatechin-(2→O→3,4→4)-
(5aS,10bS)-5a,10b-dihydro-1,3,5a,9-tetrahydroxy-8-methoxy-6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-
6-one 5a-O-[-L-rhamnopyranosyl-(1→6)--D-glucopyranoside]であると決定した(Fig. 27)。
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Table 2 1H (500 MHz) and 13C NMR spectroscopic data (125 MHz) for compounds 29 and
29a.
29a 29ab
position H (m, J in Hz) C  H (m, J in Hz) C
Aglycon
e
2 100.0 98.0
3 4.50 (d, 3.7) 70.1 4.44 (d, 3.2) 70.0
4 4.90 (d, 3.7) 24.9 4.56 (m) 26.2
5 156.4 147.6
6 5.81 (d, 2.2) 97.3 6.53 (d, 2.2) 109.7
7 158.5 150.1
8 5.80 (d, 2.2) 95.3 6.57 (d, 2.2) 107.1
9 154.1 152.8
10 105.3 114.1
1′ 131.8 136.2
2′ 7.26 (d, 2.0) 112.4 7.32 (d, 2.0) 112.1
3′ 148.1 150.6
4′ 147.9 140.5
5′ 6.84 (d, 8.5) 115.5 7.09 (d, 8.3) 122.3
6′ 7.17 (dd, 8.5, 2.0) 121.3 7.23 (dd, 8.3, 2.0) 119.6
2′′ 196.0 191.4
3′′ 112.8 111.4
4′′ 5.33 (d, 0.7) 49.4 5.05 (d, 0.7) 49.6
5′′ 154.0 145.7
6′′ 6.17 (s) 97.5 6.56 (s) 104.5
7′′ 155.1 153.0
8′′ 100.1 103.0
9′′ 158.5 157.0
10′′ 107.2 112.3
1′′′ 124.6 131.3
2′′′ 6.99 (br s) 106.4 7.32 (br s) 107.2
3′′′ 150.5 152.5
4′′′ 158.5 147.7
5′′′ 7.32 (br s) 113.6 7.32 (br s) 120.5
6′′′ 152.3 144.2
3′-OCH3 3.89 (s) 56.7 3.92 (s) 56.2
3′′′-OCH3 3.50 (br s) 56.1 3.83 (s) 56.3
(continued on next page)
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Table 2 (continued)
29 29a
C-3 sugar
Glc-1 4.53 (d, 7.6) 99.6 4.56 (m) 95.0
Glc-2 2.95 (dd, 9.3, 7.6) 75.2 4.65 (m) 68.6–73.0
Glc-3 3.55 (m) 77.2 5.14 (m) 68.6–73.0
Glc-4 3.12 (dd, 9.3, 9.0) 71.7 4.79 (m) 68.6–73.0
Glc-5 3.45 (m) 76.9 3.56 (m) 72.4
Glc-6a 3.91 (m) 68.1 3.52 (m) 67.1
Glc-6b 3.45 (m) 3.32 (m)
Rha-1 4.65 (d, 1.7) 102.2 4.62 (m)c 98.01f
Rha-2 3.72 (dd, 3.4, 1.7) 72.1 5.02–5.21 (m) 68.6–73.0
Rha-3 3.58 (m) 72.3 5.02–5.21 (m) 68.6–73.0
Rha-4 3.28 (m) 73.9 5.02–5.21 (m) 68.6–73.0
Rha-5 3.55 (m) 69.8 3.76 (m)d 66.5g
Rha-6 1.17 (d, 6.1) 17.9 1.17 (d, 6.1)e 17.3h
C-3′′ sugar
Glc-1 4.70 (d, 7.6) 99.4 5.34 (d, 8.1) 97.3
Glc-2 3.33 (m) 75.4 5.02 (m) 68.6–73.0
Glc-3 3.66 (m) 76.4 5.37 (dd, 9.5, 9.3) 68.6–73.0
Glc-4 3.35 (m) 71.1 5.19 (m) 68.6–73.0
Glc-5 3.29 (m) 76.5 3.66 (m) 72.9
Glc-6a 3.92 (m) 67.1 3.69 (m) 67.7
Glc-6b 3.51 (m) 3.63 (m)
Rha-1 4.66 (d, 1.7) 101.8 4.76 (d, 1.5)c 98.05f
Rha-2 3.94 (dd, 3.4, 1.7) 72.1 5.02–5.21 (m) 68.6–73.0
Rha-3 3.71 (dd, 9.8, 3.4) 72.3 5.02–5.21 (m) 68.6–73.0
Rha-4 3.35 (m) 74.1 5.02–5.21 (m) 68.6–73.0
Rha-5 3.64 (m) 69.7 3.91 (m)d 66.6g
Rha-6 1.23 (d, 6.3) 18.0 1.18 (d, 6.1)e 17.5h
a Recorded in CD3OD. Chemical shifts are shown in  values (ppm) relative to the solvent peak.b Recorded in CDCl3. Phenolic acetyl methyl protons were detected at  2.20, 2.31, 2.32, 2.42 and 2.59
(each, 3H, s), glycosyl acetyl methyl protons were detected at  1.949 (3H, s), 1.954 (6H, s), 1.96,
1.99, 2.02, 2.04, 2.050, 2.053, 2.07, 2.12 and 2.17 (each, 3H, s), acetyl methyl carbons were detected
in the range of  20.5– 21.3 and acetyl carbonyl carbons were detected in the range of  168.0–170.2.c-h Assignments with the same superscript may be interchanged.
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Fig. 24 The structures of A type proanthocyanidins.
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Fig. 26 The correlation between the Cotton effect at short wavelength and the absolute
stereochemistry at C-4 of 4-phenylflavanol.
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Es-safiらはcompounds 27–29と同じ骨格を持つ化合物がアントシアニンのethanol (EtOH)
溶液を数日間 40 °Cでインキュベートすることにより生成することを報告している。彼らはこの
化合物の生成の最初の段階に、アントシアニンの 2位への水和が起こり、カルコンが生成す
る過程を想定している(Es-Safi et al., 2008)。そのため compounds 27–29が精製過程で生じ
たアーティファクトである可能性が考えられた。そこで compounds 27–29がアーティファクトで
あるかどうかを確認するために、アントシアニンの2位への水和が起こらないように以下のよう
な酸性の条件下で実験を行った。K.parvifloraの未乾燥の根茎を3%の TFAを含むMeOH
溶液で抽出したのち、直ちに酸性の溶媒を用いてHPLC分析を行った。その結果、アントシ
アニンと思われる 520 nm 付近に極大吸収波長を持ったいくつかのピー ク(保持時間 7.7、
15.8、および 18.8分)と共に compounds 27–29のピー ク(保持時間 6.8、5.7、および 12.1分)
が観測された(Fig. 28)。このことより、compounds 27–29は精製過程のアーティファクトではな
く、もともと存在していたことが確かめられた。
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(A)
(B)
Fig. 28 HPLC chromatograms of the acidity aqueous MeOH extract detected at 280 nm (A)
and 520 nm (B).
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2.8. アントシアニン
Compound 30は 1H NMRにおいて、 8.26のプロトンが 7.06のプロトンとオルトカップリ
ング、 8.21 のプロトンとメタカップリングしていることから 1,2,4-三置換のベンゼン環の存在
が示唆された。また、 6.92と 6.68のメタカップリングしているプロトンのシグナルに加えて、
 8.97 にアントシアニンに特徴的なシグナルが観られた。さらに、 4.01 にメトキシ基を示す
シグナルが観測されたことから、peonidin 骨格を持つことが示唆された。また、それ以外に
5.29 と 4.64 にアノメリックプロトンのシグナルが観測されたことより、2 残基の単糖の存在が
示唆された。糖部分のスペクトルは Compound 25 と非常によく似ていたため glucose と
rhamnoseであると推測された。Glucoseの 1位のプロトンのカップリングコンスタントは J = 7.6
Hzと比較的大きく、さらに、アグリコンの 3位( 145.7)に対してHMBCがあることから3位に
β結合していることが分かった。Rhamnoseの 1位は J = 1.7 Hzと小さいことからα結合であ
ることが分かり、さらに、glucoseの6位( 67.9)に対してHMBCが観測されたことからglucose
の 6位に結合していることが分かった(Fig. 29)。よって、本化合物は peonidin 3-O-[α-L-
rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside]であると決定した。このことは positive ion
FABMS で m/z 609 に[M]+のピー クが観測されたことからも支持される。なお NMR スペクト
ルの値は文献値(Forssen and Ovstedal, 2003)と一致した。
Compound 31 は 1H NMR において、compound 30 と類似したシグナルが観られた。
Compound 30とはB環上のシグナルが異なっており、compound 31では 8.00に2Hのシン
グレットのシグナルが観測された。また、 4.01に2個のメトキシ基に相当する6Hのシグナル
が観測されたことより、アグリコンがmalvidinとなっていると推測された。さらに、NMRのデー
タが文献値(Tatsuzawa et al., 1999)と一致したため、本化合物はmalvidin 3-O-[α-L-rhamno-
pyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside]であると決定した。
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3. フラボンの含量
塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部から多くの種類のメトキシフラボンが単離された。
また、薄層クロマトグラフィ(TLC)のパター ンから含量も多いことが予想され、本植物の主成
分と考えられた。そこで塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部中のこれらのフラボンを
HPLC で定量した。そのクロマトグラムを Fig. 30 に示す。塩化メチレン抽出物、酢酸エチル
可溶部とも類似したクロマトグラムを示し、12 本の 7-メトキシフラボンのメインピー クが観測さ
れた。これらのフラボンの含量を Table 3 に示す。塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部
は多量(100– 250 mg/g)の compounds 5、6、および 11を含むことが分かった。その他のフラ
ボンの含量は 2.8–70.8 mg/gであった。塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部の 1g中の
総フラボン量はそれぞれ 716.3と947.0 mgであった。
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(A)
(B)
Fig. 30 HPLC chromatograms of the CH2Cl2 extract (A) and the EtOAc soluble fraction (B)
of K. parviflora.
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Table 3 Contents of flavones in the CH2Cl2 extract and EtOAc soluble fraction of K.
parviflora.
Contents (mg/g)
CH2Cl2 ext. EtOAc sol.
1 38.4 45.4
2 50.1 49.0
3 20.7 24.2
4 60.5 70.8
5 119.3 206.0
6 177.0 250.3
7 28.4 35.8
8 44.5 58.8
9 17.0 18.3
10 trace trace
11 140.4 161.9
12 trace trace
13 2.8 6.4
14 17.2 20.1
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第 2章 Kaempferia parvifloraに含まれるフラボノイドの-グルコシダーゼ阻害活性
1. 粗抽出物の各種酵素阻害活性
1.1. リパーゼ阻害活性
食事により摂取されたトリアシルグリセロー ルはリパーゼにより2-モノアシルグリセロー ルと
脂肪酸に分解され、小腸上皮細胞で吸収される。吸収された 2-モノアシルグリセロー ルと脂
肪酸からは再びトリアシルグリセロー ルが合成され、脂肪組織等に蓄積される。よって、リパ
ーゼを阻害することは、トリアシルグリセロー ルの分解を抑制することにより、脂質の吸収を抑
えることにつながると考えられている。アメリカなどでは抗肥満薬として、膵リパーゼ阻害薬で
あるオリルスタットが臨床的に用いられている(Han et al., 2005)。
Han らはショウガの膵リパーゼ阻害作用について検討し、水抽出エキスに強いリパーゼ阻
害作用があることを見出した(Han et al., 2005)。そこで、同じショウガ科植物である K.
parvifloraにも活性があることが期待されることから、リパーゼ阻害活性を測定した。
本研究では BALB–DTNB法によりリパーゼ阻害活性の評価を行った。K. parvifloraの根
茎の各画分のリパーゼ阻害活性を測定したところ、塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶
部に若干の活性が見られた(Fig. 31)。
そこで、塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部の主成分であるメトキシフラボンのリパー
ゼ阻害活性を測定した。しかし、測定したいずれの化合物にも顕著な活性は見られなかっ
た(Fig. 32)。
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Fig. 31 Lipase inhibitory activity of the extracts of K. parviflora.
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Fig. 32 Lipase inhibitory activity of the components isolated from K. parviflora.
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1.2. ヒアルロニダーゼ阻害活性
ヒアルロニダーゼは動物の結合組織に存在するヒアルロン酸を加水分解する酵素である。
この酵素は炎症時には活性化し、ヒスタミン遊離に関与するとされており、本酵素の阻害活
性の測定は抗 I 型アレルギー作用のひとつの指標として有用であると考えられている
(Kakegawa et al., 1985)。K. parvifloraはタイで民間薬としてアレルギーの治療にも用いられ
てきたことから(Tewtrakul et al., 2007)、ヒアルロニダーゼ阻害活性を測定した。
本植物の粗抽出物のヒアルロニダーゼ阻害活性を測定したが、いずれの画分にも顕著な
活性は見られなかった(Fig. 33)。
0 20 40 60 80 100
Cromolyn sodium salt
Tannic acid
Inhibition (%)
40 μg/ml
200 μg/ml
400 μg/ml
EtOAc sol.
H2O sol.
CH2Cl2 ext.
Fig. 33 Hialuronidase inhibitory activity of the extracts of K. parviflora.
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1.3. チロシナーゼ阻害活性
チロシナーゼはメラニン合成反応における律測酵素であり、本酵素を阻害することは、メラ
ニン産生を抑制し、色素沈着を防ぐことにつながると考えられる。
ショウガ科植物のヤクチ(Alpinia oxyphylla)やウコンにチロシナーゼ阻害活性があることが
報告されている(Shirota et al., 1994)。そこで、本植物の粗抽出物のチロシナーゼ阻害活性
を測定したが、いずれの画分にも活性は見られなかった(Fig. 34)。
Fig. 34 Tyrosinase inhibitory activity of the extracts of K. parviflora.
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1.4. -グルコシダーゼ阻害活性
-グルコシダーゼは糖質の代謝に関わる重要な酵素である。-グルコシダーゼの作用を
抑制することによりグルコー スの過剰な吸収を抑えることができるといわれている。このことが
糖尿病や肥満の悪化の抑制につながると考えられている。(Chiasson et al., 1996; Shinozaki
et al., 1996)。
フラボノー ルの一種である quercetin には強い-グルコシダーゼ阻害作用があることが報
告されている(Li et al., 2009)。また、biflorinなどのメトキシフラボンにも-グルコシダーゼ阻
害活性を持つとの報告がある(Gao and Kawabata, 2004)。そこで、メトキシフラボンを多く含
む本植物も活性を持つことが期待されることから-グルコシダーゼ阻害活性を測定した。
K. parviflora の根茎の粗抽出物の-グルコシダーゼ阻害試験を行ったところ、全ての画
分に阻害活性が見られた(Fig. 35)。塩化メチレン抽出物、酢酸エチル可溶部、および水可
溶部の 50%阻害濃度(IC50)値は、それぞれ 59.5、54.7、744.3 g/mlであった。
Fig. 35 -Glucosidase inhibitory activity of the extracts of K. parviflora.
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2. 単離化合物の-グルコシダーゼ阻害活性
各画分中の主な単離化合物について、-グルコシダーゼ阻害活性を測定した。IC50 値を
Table 4に示す。5,7,3′,4′-tetramethoxyflavone (14)と5,7,4′-trimethoxyflavone (6)が指標とし
て用いた quercetin (Li et al., 2009)よりも強い阻害活性を示し、それぞれの IC50値は 20.4、
54.3 Mであった。
5 位がメトキシ基のもの(4、6、11)はヒドロキシ基のもの(2、7、9)に比べ高い活性を示した。
一方 3′,4′-ジメトキシフラボン(11、14)は 4′位にメトキシ基を持つ化合物(6、4)より高い活性を
示す傾向にあった。さらに、B 環が未置換のフラボン(1、3、5、8)はいずれも IC50 値が 140
M よりも高い値を示し、活性は弱い傾向にあった。これらの結果より、-グルコシダーゼ阻
害活性は 5位、3′位、および 4′位のメトキシ基により強められると考えられる。
3種の新規フェノー ル性配糖体(27–29)の活性はフラボノー ル配糖体(25, 26)と同程度であ
った。
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Table 4 -Glucocidase inhibitory activity of the components isolated from K. parviflora.
IC50 (M)
1 >160
2 >160
3 141.7
4 74.6
5 >160
6 54.3
7 >160
8 >160
9 >160
10 109.3
11 64.3
13 71.0
14 20.4
25 98.7
26 140.9
27 123.8
28 153.1
29 98.5
Quercetin 59.5
1 R1=OCH32 R1=OCH33 R1=OCH34 R1=OCH35 R1=H6 R1=H7 R1=H8 R1=H9 R1=OCH310 R1=OCH311 R1=OCH313 R1=H14 R1=H
R4=HR4=OCH3R4=HR4=OCH3R4=HR4=OCH3R4=OCH3R4=HR4=OCH3R4=OCH3R4=OCH3R4=OHR4=OCH3
R2=OHR2=OHR2=OCH3R2=OCH3R2=OCH3R2=OCH3R2=OHR2=OHR2=OHR2=OHR2=OCH3R2=OCH3R2=OCH3
R3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=OCH3R3=OHR3=OCH3R3=HR3=OCH3
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第 3章 Kaempferia parvifloraに含まれるフラボノイドの抗変異原性
多くの化学物質の変異原性は発がん性と関わりがあることが報告されている(McCann, et
al., 1975)。3-Amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole (Trp-P-2)は食品を調理した際に生成
するヘテロサイクリックアミンの一種で強い変異原性を持つことが知られている(Matsukura, et
al., 1981)。Trp-P-2 は体内で代謝活性化された後、発がんのイニシエーション段階で DNA
に攻撃しフレー ムシフト変異を引き起こす(Kato and Yamazoe, 1987; Wakata et al., 1985)。
これまでの研究で flavoneや luteolinのようなフラボン、galanginや isoramnetinのようなフ
ラボノー ルに抗変異原性があることが報告されている(Kanazawa et al., 1998b)。そのため、
今回単離した化合物にも抗変異原性が期待される。そこで、本研究では間接変異原物質で
あるTrp-P-2によるSalmonella typhimurium TA98株の突然復帰変異に対するK. parviflora
の抗変異原性の評価を行った。
各画分の抗変異原性を測定したところ、極性の低い塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可
溶部が 10 g/plateの濃度でも90%以上の抑制率を示した(Fig. 36)。
そこで、これらの画分に多く含まれているフラボンの抗変異原性を測定した。Table 5に測
定した12のフラボンの IC50値を示す。測定したすべてのフラボンが、抗変異原性を持つこと
が報告されているhemin (Arimoto and Hayatsu, 1989)よりも低い IC50値を示した。単離化合
物中では 3,5,7-trimethoxyflavone (3)、5,7-dimethoxyflavone (5)、5-hydroxy-7-methoxy-
flavone (8)、および 5,3′-dihydroxy-3,7,4′-trimethoxyflavone (10)が高い抗変異原性を示し、
IC50値はそれぞれ 0.42、0.40、0.47、および 0.40 nmol/plateであった。
5位にメトキシ基を持つ compounds 3、4、5、6、および 11はそれぞれ対応する5位がヒド
ロキシ基のもの 1、2、8、7、および 9に比べて IC50値が低かった。これらの結果より5位のヒ
ドロキシ基のメチル化は活性を強めることが示唆された。さらに、B環の構造に着目すると、B
環が未置換のフラボンは(1、3、5、8)それぞれに対応する 4′位にメトキシ基が結合したもの(2、
4、6、7)に比べ強い活性を示した。さらに、3′,4′-ジメトキシ構造を持つもの(9、11、14)と4′位
のみにメトキシ基を持つもの(2、4、6)とを比較すると3′,4′-ジメトキシフラボンのほうがいずれ
の場合もIC50値が高った。これらの結果よりB環のメトキシ基の数が増加すると活性が弱くな
ることが示唆された。
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Fig. 36 Antimutagenic activity of the extracts of K. parviflora.
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Table 5 Antimutagenic activity of the components isolated from K. parviflora.
IC50 (nmol/plate)
1 0.66
2 0.90
3 0.42
4 0.66
5 0.40
6 0.56
7 0.66
8 0.47
9 1.07
10 0.40
11 0.82
14 0.93
Hemin 7.82
1 R1=OCH32 R1=OCH33 R1=OCH34 R1=OCH35 R1=H6 R1=H7 R1=H8 R1=H9 R1=OCH310 R1=OCH311 R1=OCH314 R1=H
R4=HR4=OCH3R4=HR4=OCH3R4=HR4=OCH3R4=OCH3R4=HR4=OCH3R4=OCH3R4=OCH3R4=OCH3
R2=OHR2=OHR2=OCH3R2=OCH3R2=OCH3R2=OCH3R2=OHR2=OHR2=OHR2=OHR2=OCH3R2=OCH3
R3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=HR3=OCH3R3=OHR3=OCH3R3=OCH3
O
OR2
H3CO
R4
R3
R1
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考察
K. parvifloraの根茎から新規配糖体 3種を含む 31種の化合物を単離した。今回単離し
た化合物のうち14種類はフラボンであった。これらのフラボンに共通する特徴として7位にメ
トキシ基を持つことがあげられる。また、5 位はヒドロキシ基またはメトキシ基で置換されてい
た。3位にメトキシ基を持つものも多く見られた。B環の構造としては未置換のものと4′位にヒ
ドロキシ基あるいはメトキシ基を持つものがあり、さらに、3′位にもヒドロキシ基やメトキシ基で
置換されたものもあった。HPLC による定量の結果から、K. parviflora の根茎の低極性画分
の主成分はこのメトキシフラボンであることが分かった。また、定量の結果と塩化メチレン抽
出物と酢酸エチル可溶部の乾燥根茎に対する収率とを併せて考えると、メトキシフラボンが
K. parviflora の根茎に約 6%含まれていると考えられる。Sutthanut らのガスクロマトグラフィ
(GC)を用いた12種の異なる起源のK. parviflora中に含まれるフラボンの含量とその構成に
関する研究では、個々のサンプルに含まれる総フラボン量は 23.86から60.98 mg/gの範囲
であった(Sutthanut et al., 2007)。今回の結果は、GCを用いた既報の結果と比較して妥当な
結果であると考えられる。
上記のようにメトキシフラボンがこの植物に多量に含まれていることが分かったので、メトキ
シ基を持つフラボンおよびフラボノー ルを含むショウガ科植物に関する文献を調べた
(Akiyama et al., 2006; Bleier and Chirikdjian, 1972; da Silva Antunes et al., 2000; Dong et al.,
1999; Jang et al., 2004; Jasril et al., 2003; Kamnaing et al., 2003; Karlsen and Beker, 1971;
Kikuzaki et al., 2001; Kikuzaki and Tesaki, 2002; Kimura et al, 1967a, 1967b; Luo et al.,
2000; Usia et al., 2004; Vidari et al., 1971; Zhang et al., 2003)。そのまとめをTable 6に示す。
これらの化合物は Alpinia 属に比較的多く見られ、6種の植物に含有の報告がある。その他
にメトキシ基を持つフラボンやフラボノー ルを含む植物は Zingiber 属の 3 種や Aframomum
属の2種などの報告があるが、Kaempferia属からの報告は本植物以外にはなかった。また、
K. parvifloraに特徴的であったことは多くの種類のメトキシ基を持つフラボンが単離されたこ
とである。ショウガ科の植物のなかでは、中国やインドなどで民間薬として胃痛の治療に用
いられてきた、Amomum koenigiiから11種のフラボンが単離されている(Dong et al., 1999;
Qiao et al, 2007)が、それ以外にはこれほど多種にわたるフラボンが単離された例は見受け
られない。
その他のフラボノイドとして2種のフラバノンとカルコンが単離されたが、これらの化合物は
いずれもK. parvifloraからは初めて単離された。ショウガ科植物からは、(2S)-5-hydroxy-7-
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methoxyflavanone (15)と(E)-2′-hydroxy-4′,6′-dimethoxychalcone (17)が Alpinia rafflesiana
から単離されている(Mohamad et al., 2004)。Compound 17の4'位のメトキシ基がヒドロキシ基
に置き換わった化合物である cardamonin は、ショウガ科植物のオオバンガジュツや Alpinia
rafflesianaから単離されており、炎症関連因子であるNOやプロスタグランジンE2、TNF-な
どの生成を抑制するとの報告がある(Murakami et al., 1993; Ahmad et al., 2006)。K.
parvifloraにも抗炎症作用が報告されていることから(Tewtrakul et al., 2009)、compound 17
も本植物の抗炎症作用に関わっている可能性が考えられる。
ジアリー ルヘプタノイドはショウガ科の特徴的な成分のひとつであり、ウコンなどに代表さ
れるように、ショウガ科の中にはこの種の成分を多く含むものがある(Jitoe et al., 1992)。ウコン
やヤクチなどではジアリー ルヘプタノイドが主要な活性成分であり、抗酸化や抗炎症作用な
どの生理活性が報告されているが(Shirota et al., 1994; Huang et al., 1997; Kumar et al., 1998; Jung
et al., 2006)、本植物中に含まれるジアリー ルヘプタノイドの量はTLCのパター ンなどから非常
に少ないと考えられ、生理活性への寄与度は低いと推察される。
脂肪酸関連化合物に関してはいずれの化合物もK. parviflora から単離されたのは今回
が初めてである。グリセロ糖脂質に関してはモノアシルジガラクトシルグリセロールが
gingerglycolipid と命名されており、ショウガの根茎部から単離されている。ショウガからは脂
肪酸部分がリノレン酸、リノー ル酸、およびオレイン酸である gingerglycolipids A、B、および
C が報告されている(Yoshikawa et al., 1992, 1994)。今回単離した compound 21 は
gingerglycolipid Bと同一の化合物であった。
K. parvifloraの水溶性成分についての報告はこれまでなかった。本研究では水可溶部か
ら2 種のフラボノー ル配糖体と共に、3 種の新規フェノー ル性配糖体を単離した。新規化合
物の compounds 27–29 に共通する特徴は 6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-6-one 骨格(Fig.
37)を持つことであった。この骨格を持つ化合物が天然の化合物として単離されたのは本研
究が初めてであった。さらに特徴的なことに、compound 29はこの骨格に 3′-O-メチルエピカ
テキン部分がA型のプロアントシアニジンのように C–C結合とエーテル結合を介して結合し
ている構造であった。6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-6-one骨格を持つ化合物はアントシアニ
ンの EtOH溶液を数日間 40 °Cでインキュベートすることにより生成することが報告されてい
る(Es-Safi et al., 2008)。Es-safiらはこの化合物の生成過程について以下のような説を提唱し
ている。アントシアニンの 2 位は一般的に水和が起こりやすい。2 位に水和を受けたことによ
り生じるcarbinol塩基はヘミアセター ルのため開環し、chalconeの状態となる(Fig. 38)。この
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化合物の 2′位と4位の炭素の間にNazarov環化様の反応でC–C結合が生じる。その後、
酸化等の過程を経てこの骨格が生成する(Es-Safi et al., 2008)。この説をもとに立てた
compounds 27と28の生成過程の予測をFig. 39に示す。これらの化合物は色素成分として
単離した peonidin 3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside] (30)から生成しう
ると考えられる。Compounds 27–29が精製過程で生じたアーティファクトでないことは酸性条
件下での未乾燥の根茎の抽出および分析で確認したので、この植物がアントシアニンから
生合成している可能性が考えられる。
K. parviflora の特徴である色素に関する報告はこれまでなかった。本研究では色素成分
として 2種のアントシアニンを単離した。ショウガ科植物でアントシアニンを含むものを調べる
とcompound 30がショウガから(Iijima et al., 2003)、malvidin 3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-
(1→6)-β-D-glucopyranoside] (31)がミョウガ(Zingiber mioga)や Curcuma alismatifoliaの苞葉
から単離されている(Kato et al., 2002; Nakayama et al, 2000)。ショウガ科植物のアントシアニ
ンは他にショウガや Amomum subulatumからシアニジンの配糖体が単離されている(Iijima et
al., 2003; Naik et al., 1999)。ショウガ科植物からのアントシアニンの単離の報告は少なく、特
に、根茎部分からの単離例はショウガからの報告があるのみでる。このことから、根茎部にア
ントシアニンを含むことは K. parvifloraの特徴のひとつといえる。
K. parvifloraの粗抽出物のリパーゼ、ヒアルロニダーゼ、チロシナーゼ、および-グルコシ
ダーゼに対する阻害活性を測定した。その結果、粗抽出物にリパーゼおよび-グルコシダ
ーゼ阻害活性が見られた。そこで、リパーゼ阻害活性の見られた塩化メチレン抽出物および
酢酸エチル可溶部の主成分であるフラボンのリパーゼ阻害活性を測定したが、いずれの化
合物にも顕著な活性はみられなかった。今回は主成分のフラボンのみの活性を測定しその
他の化合物については測定しなかったが、グリセロ糖脂質にはリパーゼ阻害活性があるとの
お報告がある(Kodo and Okuda, 2004)。本研究で含有していることを明らかにした、一連のグリ
セロ糖脂質が粗抽出物のリパーゼ阻害に寄与している可能性が考えられる。
K. parvifloraの粗抽出物の-グルコシダーゼ阻害活性はいずれの画分にも認められたが、
特に、比較的低極性である塩化メチレン抽出物や酢酸エチル可溶部に強い活性が見られ
た。次に、単離した化合物の-グルコシダーゼ阻害活性を測定したところ、
5,7,3′,4′-tetramethoxyflavone (14)、5,7,4′-trimethoxyflavone (6)や 3,5,7,3′,4′-pentamethoxy-
flavone (11)などのフラボンに強い活性が見られた。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 由
来の-グルコシダーゼを用いた研究では、今回指標として用いた quercetinの IC50値は、医
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薬品として用いられているacarboseに対して5分の 1程度であり、quercetinのほうが強い阻
害活性を示したとの報告がある(Li et al., 2009)。Compound 14はquercetinよりもIC50値が低
く、Compound 6や 11もquercetinと同程度であったことから、これらの化合物の-グルコシダ
ーゼ阻害活性は比較的強いものであると考えられる。化合物の構造と活性の強さの相関に
着目すると、フラボンの 5 位がメトキシ基のものはヒドロキシ基のものに比べ高い活性を示す
傾向にあった。また、B環のメトキシ基の数が増えると活性が強まることが示唆された。Gaoと
Kawabata は 5,6,7-trihydroxyflavone のヒドロキシまたはメトキシ誘導体のラット小腸-グルコ
シダーゼに対する阻害活性を測定し、その中でB環のメトキシ置換は活性を低下させるとの
結果を報告している(Gao and Kawabata, 2004)。この結果は、今回の結果と相対するもので
あった。この結果の違いのひとつの要因として、用いた基質の違いが考えられる。本研究で
は基質として 4-methylumbelliferyl -D-glucopyranosideを用いたが、GaoとKawabataの研
究は sucroseを使用したものであった。-グルコシダーゼ阻害活性が基質の違いによって大
きく異なる例はアントシアニン抽出物にも見られる。例えば、Matsui らの報告によるといくつ
かのアントシアニン抽出物がmaltoseや p-nitrophenyl -D-glucopyranosideを基質として用い
たときは強い阻害を示したのに対し sucrose を用いたときには活性が見られなかったとのこと
であった(Matsui et al., 2001)。このようなことからフラボンの B環のメトキシ置換の-グルコシ
ダーゼ阻害に対する影響は基質によって変化するという可能性が考えられる。本植物には、
B 環が未置換のもの、4'-メトキシのもの、および 3',4'-ジメトキシのもののいずれも多く含まれ
ていることから、様々な基質に対して-グルコシダーゼ阻害活性を発揮することが期待され
る。
Kusirisinらはタイで伝統的に民間薬として糖尿病の治療に用いられている30種類の植物
についての抗酸化性、ポリフェノー ル含量、および抗糖化作用の研究を行っている。その中
で、K. parvifloraが強い抗酸化性を持つことを報告しており、この抗酸化性が糖尿病の酸化
ストレスを軽減する作用があるかもしれないと述べている(Kusirisin et al., 2009)。2型糖尿病
患者にはしばしば高インスリン血症やインスリン抵抗性が見られ、また、これらの症状は脂質
代謝に影響を及ぼす。Akase らはヒトのメタボリックシンドロー ムに似た代謝異常を自然発生
的に発症するモデルマウスであるTsumura, Suzuki, Obese Diabetes (TSOD)マウスを用いた
実験で、TSODマウスに対するK. parvifloraの投与が、高インスリン血症やインスリン抵抗性、
脂質代謝異常などの症状を改善すると報告している(Akase et al., 2010)。この中で、糖負荷
試験で血糖の上昇の抑制作用が見られたとの報告があるが、これは本研究で見出した、-
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グルコシダーゼ阻害作用によるものである可能性がある。Compound 6、11、14などの-グル
コシダーゼ阻害作用を含めた様々な機能性が糖尿病の悪化を防ぐ上で役割を果たしてい
ると考えられる。
また、K. parvifloraの粗抽出物の抗変異原性を測定したところ、塩化メチレン抽出物や酢
酸エチル可溶部に抗変異原性が見られた。そこで、両画分の主成分であるフラボンの抗変
異原性を測定すると、5,7-dimethoxyflavone (5)や 5,3′-dihydroxy-3,7,4′-trimethoxyflavone
(10)を始め測定した全てのフラボンに抗変異原性が見られた。フラボンの構造と抗変異原性
の関係では、5位がヒドロキシ基のものとメトキシ基のものを比較するとメトキシ基のもののほう
が活性が強かった。また、-グルコシダーゼの場合とは逆に B 環のメトキシ基の数が増える
と活性が弱くなる傾向にあった。先行のフラボンおよびフラボノー ルの構造と活性の相関の
研究ではヒドロキシ基が導入されることにより極性が上がるために抗変異原性が減弱し、逆
にヒドロキシ基のメチルエーテル化による極性の低下は活性を上昇させるとの説が提唱され
ている(Edenharder et al., 1993; Kanazawa et al., 1998b)。今回の結果はこの説を支持するも
のであった。Trp-P-2 は肝臓のシトクロム P450 (P450) 1A ファミリーにより
3-hydroxyamino-Trp-P-2 に代謝活性化される。フラボノイド類、特にフラボンやフラボノー ル
はこの P450による水酸化を抑制することが報告されている(Kanazawa et al., 1998a)。また、
変異原物質として Trp-P-1 を用いた実験で、今回測定したものと同じ化合物１種類
(compound 2)を含む 4 種類のフラボンの抗変異原性の測定でも、活性化された Trp-P-1 を
用いるとほとんど変異は抑制されなかったことから、これらのフラボンが Trp-P-1 の活性化を
抑制していると考えられている(Miyazawa et al., 2000)。今回の実験だけではTrp-P-2の水酸
化を抑制したのか、活性化された 3-hydroxyamino-Trp-P-2 による変異を抑制したのかはわ
からないが、これまでの報告から考えると今回測定したフラボン類の抗変異も Trp-P-2 の水
酸化を抑制した結果であると推察される。Trp-P-2 の活性化を抑制するためには、化合物が
吸収され肝臓にまで到達する必要がある。メトキシフラボンはメチル化されていないフラボン
やフラボノー ルに比べ、体内での代謝に対して安定であるとの報告がある(Wen and Walle,
2006)。Quercetinのようなフラボノー ルは P450により代謝され、グルクロン酸や硫酸による抱
合やメチル化を受ける。経口摂取後の血中には代謝産物は観測されるが、そのままの形で
はほとんど存在しない(Lai et al., 2002; Manach et al., 2005; Passamonti et al., 2009)。それに
対して、メトキシフラボンは代謝に対して安定であり、腸管からの吸収率もメチル化されてい
ないものに比べ高いと報告されている(Walle and Walle, 2007; Wen and Walle, 2006)。このこ
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とより、活性物質がメトキシフラボンであることは、代謝や吸収の面から見ても好ましく、体内
でもTrp-P-2の活性化を抑制することが期待できる。
発がんには遺伝子の変異以外にも、様々な要因が関わっている。そのひとつに iNOS が
あげられる。iNOS は NO を合成する酵素で、がんを含めた炎症性の疾患に関わっている。
同じく炎症に関わる cycloocyganase-2 (COX-2)も発がんに関わるとされる。COX-2 はプロス
タグランジンの合成酵素であり、炎症時に誘導される。また、COX-2 は発がん部位に高発現
し、細胞増殖、アポトー シスの抑制、血管新生の誘導などを通して発がんに関わっている。
このことからiNOSや COX-2の誘導を抑制することががんの抑制につながると考えられてい
る(Kim et al., 2000; 荒井ら, 2007)。K. parvifloraには抗炎症作用が報告されており、in vivo
の研究では特に低極性部に強い作用があるとの報告がある(Tewtrakul et al., 2009)。マウス
マクロファー ジ由来 RAW264.7細胞を用いた実験では、K. parvifloraの抽出物や単離化合
物の 5-hydroxy-3,7,3',4'-tetramethoxyflavone (9)に iNOSや COX-2のmRNAやタンパク質
の発現の抑制作用がみられた。特に iNOS の mRNA の発現を強く抑制したことから、
Tewtrakul らは抗炎症の作用メカニズムとして、主に、iNOS の mRNA の発現の抑制が関わ
っていると提唱している(Tewtrakul and Subhadhirasakul, 2008; Tewtrakul et al., 2009)。この
ように、iNOS や COX-2 の発現を抑制することは、発がんの抑制に効果を発揮するかもしれ
ない。今回、新たに K. parvifloraの抗変異原性を見出したこととあわせて、本植物ががんの
予防に対して有用である可能性を示唆するものである。
以上のように、本研究ではK.parvifloraに含まれる3種の新規配糖体を含む 31種の成分
の構造を明らかにした。また、K.parvifloraの粗抽出物やそれらの成分に糖尿病や肥満の悪
化の抑制につながるといわれる-グルコシダーゼ阻害活性とがんの予防につながるとされる
抗変異原性を見出した。-グルコシダーゼ阻害活性と抗変異原性の主体は、ともに低極性
画分の主成分であるメトキシフラボンであった。高い活性を示したフラボンが高濃度で含ま
れていることから、K. parvifloraが-グルコシダーゼの阻害物質や抗変異原物質の供給源と
して有用である可能性が示された。また、化学構造と活性の強さとの関連性について本研
究で明らかになったことは、今後、より強い-グルコシダーゼ阻害や抗変異原性を持つ化合
物を創出するための一助になると考えられる。生活習慣病の予防が現代日本における重要
な課題のひとつとなっている中で、食を通して健康の維持に貢献する機能性食品は意義深
いものである。本研究は K.parviflora が糖尿病やがんなどの疾患を予防する機能性食素材
として有効であることを示唆するものである。
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Table 6 The Zingiberaceae plants containing methoxyflavones and/or methoxyflavonols.
Genus Species References
Aframomum A. giganteum Vidari et al., 1971
A. letestuianum Kamnaing et al., 2003
Alpinia A. flabellata Kikuzaki et al., 2001; Kikuzaki and Tesaki, 2002
A. japonica Kimura et al, 1967a
A. kumatake Kimura et al, 1967b
A. officinarum Bleier and Chirikdjian, 1972; Karlsen and Beker, 1971
A. oxyphylla Luo et al., 2000
A. tonkinensis Zhang et al., 2003
Amomum A. koenigii Dong et al., 1999
Costus C. spiralis da Silva Antunes et al., 2000
Hedychium H. thyrsiforme Jasril et al., 2003
Zingiber Z. aromaticum Usia et al., 2004
Z. ottensii Akiyama et al., 2006
Z. zerumbet Jang et al., 2004
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O O
Fig. 37 6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-6-one skeleton.
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Fig. 38 Anthocyanin equilibria in aqueous media.
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Fig. 39 Hypothetical mechanism for the formation of compounds 27 and 28 from peonidin 3-
O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside].
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実験の部
1. 機器・試薬
比旋光度は JASCO P1030 polarimeter (JASCO, Co., Tokyo, Japan)を用いて測定した。
CDスペクトルは JASCO J-820 spectropolarimeterを用いて測定した。紫外(UV, Ultraviolet)
可視スペクトルおよび吸光度は Shimadzu UV-2500PC UV-Vis spectrophotometer (Shimadzu
Co., Kyoto, Japan)を用いて測定した。1H、13C、および 2D NMRスペクトルは Varian Unity
500 spectrometer (500 MHz, Varian Inc., Palo Alto, CA)を用いて測定し、tetramethylsilaneを
内部標準物質として使用した。FAB、HRFAB、EI、およびHREIMSはJEOL JMS-700T mass
spectorometer (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)を用いて測定した。FABおよび HRFABMSはマトリ
ックスとして glycerol を使用した。マルチラベルカウンター は 1420 ARVOsx multilabel
counter (PerkinElmer, Inc., MA, USA)を用いた。HPLC分析(多波長)は JASCO MD-2010
Plus Multiwavelength Detector および JASCO PU-2080 Intelligent HPLC Pumpを使用した。
HPLC 分析(単波長)は JASCO UV-1570 Intelligent UV/VIS Detector および JASCO
PU-1580 Intelligent HPLC Pumpを使用した。HPLCカラムはMightysil RP-18 GP (5 m,
250 × 4.6 mm, Kanto Chemical Co.,Inc., Tokyo, Japan)およびMightysil Si 60 (5 m, 250 ×
4.6 mm, Kanto Chemical Co.,Inc.)を用いた。
CC担体としてSi gel 60 (70–230 mesh, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)、Sephadex
LH-20 (GE Healthcare UK, Ltd., Buckinghamshire, England)、Chromatorex ODS DM1020T
(100–200 mesh, Fuji Silysia Chemical Ltd., Aichi, Japan)、および MCI GEL CHP20P
(Mitsubishi Chemical Co., Tokyo, Japan)を用いた。
Lipase type XIII (Pseudomonus sp.由来)、5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)、
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF)、hyaluronidase (Bovine Testes由来)、N-methyl-p-
methoxyphenethylamine with formaldehyde (Compound 48/80)、p-(dimethylamino)benz-
aldehyde (p-DAB)、tyrosinase (Mushroom由来)、ラット小腸アセトンパウダー、および 4-
methylumbelliferyl -D-glucopyranoside (4MUG)は Sigma (MO, USA)製の試薬を用いた。
2,3-Dimercaptopropan-1-ol tributylate (BALB: British anti-lewsite tributylate sodium lauryl
sulfateと(S)--methylbenzylamineは Aldrich (MO, USA)製、lipase (Candida cylindracea由
来)は Fluka製、NaBH3CN、sodium dodecyl sulfate (SDS)、および L-3-(3,4-dihydroxy-
phenyl)alanine (L-DOPA)は Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan)製、
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hyaluronic acid potassium salt (cockscomb 由来)は Tokyo Chemical Industry Co. Ltd.,
(Tokyo, Japan)製、S9 mixは Oriental Yeast Co., Ltd. (Tokyo, Japan)製を使用した。
2. 試料
タイ産の K. parviflora 根茎(Lot. No. CP000135820LA)は大洋香料株式会社(Osaka,
Japan)より提供された。
3. 抽出と精製
3.1. 抽出
K. parvifloraの乾燥根茎(1960 g)を室温でCH2Cl2に浸漬・抽出し、吸引濾過の操作を数
回繰り返した。得られた濾液を減圧濃縮し、塩化メチレン抽出物(131.8 g)を得た。残渣は、さ
らに、70% acetone水溶液で同様に抽出した。濾過後、濾液のacetoneを減圧濃縮し、残った
水層に同量のEtOAcを加え、水–EtOAcで数回分配を行い、酢酸エチル可溶部(31.8 g)と水
可溶部(112.6 g)を得た。
3.2. 塩化メチレン抽出物の精製
塩化メチレン抽出物(62.5 g)をsilica gel CC (benzene–acetone)で42のフラクションに分画し
た。Fractions 6、11、14、18、22、25、28、32、および36を再結晶し、それぞれcompounds 1
(384 mg)、2 (106 mg)、7 (858 mg)、9 (15 mg)、10 (29 mg)、3 (146 mg)、4 (21 mg)、5 (7mg)、
および6 (2023 mg)を得た。Fractions 1と2を併せてsilica gel CC (n-hexane–acetone, 99:1)で
精製しcompound 19 (6 mg)を単離した。Fractions 3と4を併せて silica gel CC
(n-hexane–acetone, 97:3)に供しcompounds 15 (8 mg)、17 (3 mg)、および18 (5 mg)を得た。
Fraction 7をsilica gel (benzene)で精製しcompound 8 (11 mg)を得た。Fractions 19と20を
silica gel CC(benzene–MeOH, 99:1)とODS CC (MeOH–H2O, 4:1)を組み合わせて精製し
compounds 12 (1 mg)と16 (3 mg)を単離した。Fraction 32をsilica gel (CH2Cl2–acetone, 19:1)
を担体としたCCに供しcompound 11 (132 mg)を得た。
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3.3. 酢酸エチル可溶部の精製
酢酸エチル可溶部(27.9 g)をbenzene–acetone系の溶媒を溶離液としてsilica gel CCで29
のフラクションに分画した。Fraction 22をsilica gel CC (CH2Cl2–acetone, 19:1)で精製し
compounds 13 (8 mg)と14 (11 mg)を得た。Fraction 24をsilica gel CC (CH2Cl2–acetone, 19:1)
に供しcompound 24 (14 mg)を単離した。Fraction 26はSephadex LH-20 (MeOH)とsilica gel
(EtOAc–MeOH–H2O, 17:2:1)を担体としたCCにより分画し、compounds 22 (9 mg)および23
(67 mg)を得た。Fraction 27をSephadex LH-20 (MeOH)とODS (MeOH–H2O, 9:1) CCを組み
合わせて精製しcompounds 20 (12 mg)と21 (4 mg)を単離した。
3.4. 水可溶部の精製
水可溶部(35.5 g)をSephadex LH-20 CC (H2O–50% aqueous MeOH–MeOH)で20のフラク
ションに分画した。Fraction 11をODS CC (MeOH–H2O, 3:7)で精製しcompounds 27 (68 mg)
と28 (72 mg)を得た。Fraction 12をODS CC (MeOH–H2O, 3:7)で分画しcompound 25 (5 mg)
を得た。Fraction 13をODS (MeOH–H2O, 3:7)を担体としたCCで精製しcompound 29 (55
mg)を得た。Fraction 15をODS CC (MeOH–H2O, 9:11)で精製しcompound 26 (6 mg)を得
た。
3.5. 色素成分の抽出および精製
K. parvifloraの乾燥根茎(997 g)を3%のTFAを含むMeOH溶液に浸漬・抽出し、吸引濾過
の操作を数回繰り返した。得られた濾液を減圧濃縮し、MeOHを除去した後、水–EtOAcで
数回分配を行い、低極性部を除いた。水層を凍結乾燥後少量の水に溶かしなおして、MCI
GEL CHP20Pに吸着させた。最初に水で糖などを溶出させた。その後、TFAを0.5%含む
H2O–MeOH系の溶媒で溶出させ、極性ごとに5つのフラクション(H2O–MeOH, 4:1、7:3、3:2、
1:1、0:1)に分画した。H2O–MeOH (3:2)で溶出されたフラクションをSephadex LH-20 c.c.にか
け10のフラクションに分画した。そのうち、Fraction 4をODS CC (acetonitrile (CH3CN)–TFA–
H2O, 15:0.3:85)にかけ、compound 31 (1 mg)を得た。Fraction 6をODS CC (CH3CN–TFA–
H2O, 15:0.3:85)にかけ、compound 30 (1 mg)を得た。
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4. 単離化合物の分析データ
4.1. Compound 1
Yellow needle; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.87, 3.88 (each 3H, s, OCH3), 6.37 (1H, d, J
= 2.2 Hz, H-6), 6.46 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 7.52 (3H, m, H-3′–5′), 8.06 (2H, m, H-2′, 6′),
12.59 (1H, s, OH); 13C NMR (125 MHz, CDCl3)  55.8, 60.4 (OCH3), 92.2 (C-8), 98.0 (C-6),
106.2 (C-10), 128.4 (C-2′, 6′), 128.6 (C-3′, 5′), 130.5 (C-1′), 131.0 (C-4′), 139.7 (C-3), 155.9
(C-2), 156.9 (C-9), 162.0 (C-5), 165.6 (C-7), 179.0 (C-4); EIMS m/z 298 [M]+.
4.2. Compound 2
Yellow crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.86, 3.87, 3.90 (each 3H, s, OCH3), 6.35
(1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.44 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 7.02 (2H, d, J = 9.3 Hz, H-3′, 5′), 8.08
(2H, d, J = 9.3 Hz, H-2′, 6′), 12.66 (1H, s, OH); 13C NMR (125 MHz, CDCl3)  55.4, 55.8,
60.1 (OCH3), 92.1 (C-8), 97.8 (C-6), 106.0 (C-10), 114.0 (C-2′, 6′), 122.8 (C-1′), 130.2 (C-3′,
5′), 138.8 (C-3), 156.0 (C-2), 156.7 (C-9), 161.7 (C-4′), 162.0 (C-5), 165.4 (C-7), 178.8 (C-4);
EIMS m/z 328 [M]+.
4.3. Compound 3
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.89, 3.90, 3.97 (each 3H, s, OCH3), 6.35
(1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 6.52 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), 7.49 (3H, m, H-3′–5′), 8.07 (2H, m,
H-2′, 6′); EIMS m/z 312 [M]+.
4.4. Compound 4
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.87, 3.89, 3.90, 3.96 (each 3H, s, OCH3),
6.34 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.51 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 7.01 (2H, d, J = 9.0 Hz, H-3′, 5′),
8.07 (2H, d, J = 9.0 Hz, H-2′, 6′); EIMS m/z 342 [M]+.
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4.5. Compound 5
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.91, 3.96 (each 3H, s, OCH3), 6.38 (1H,
d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.58 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.69 (1H, s, H-3), 7.50 (1H, m, H-4′), 7.51
(2H, m, H-3′, 5′), 7.88 (2H, m, H-2′, 6′); EIMS m/z 282 [M]+.
4.6. Compound 6
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.88, 3.91, 3.96 (each 3H, s, OCH3), 6.37
(1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.56 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.60 (1H, s, H-3), 7.00 (2H, d, J = 9.0
Hz, H-3′, 5′), 7.82 (2H, d, J = 9.0 Hz, H-2′, 6′); EIMS m/z 312 [M]+.
4.7. Compound 7
Yellow needle; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.88, 3.89 (each 3H, s, OCH3), 6.36 (1H, d, J
= 2.2 Hz, H-6), 6.47 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.57 (1H, s, H-3), 7.01 (2H, d, J = 9.0 Hz, H-3′,
5′), 8.08 (2H, d, J = 9.0 Hz, H-2′, 6′), 12.82 (1H, s, OH); EIMS m/z 298 [M]+.
4.8. Compound 8
Yellow crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.89 (3H, s, OCH3), 6.38 (1H, d, J = 2.2 Hz,
H-6), 6.51 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.67 (1H, s, H-3), 7.52 (3H, m, H-3′–5′), 7.89 (2H, m,
H-2′, 6′), 12.73 (1H, s, OH); EIMS m/z 268 [M]+.
4.9. Compound 9
Yellow crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.87, 3.88, 3.97, 3.98 (each 3H, s, OCH3),
6.35 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.45 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.99 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′),
7.69 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 7.74 (1H, dd, J = 2.2, 8.5 Hz, H-6′), 12.64 (1H, s, OH); EIMS
m/z 358 [M]+.
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4.10. Compound 10
Yellow crystal; 1H NMR (500 MHz, Acetone-d6)  3.88, 3.92, 3.95 (each 3H, s, OCH3),
6.31 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.68 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 7.12 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′),
7.65 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 7.69 (1H, dd, J = 2.2, 8.5 Hz, H-6′), 8.10 (1H, br s, 3′-OH),
12.73 (1H, s, 5-OH); 13C NMR (125 MHz, Acetone-d6)  56.2, 56.4, 60.2 (OCH3), 92.8 (C-8),
98.5 (C-6), 106.5 (C-10), 112.1 (C-5′), 115.8 (C-2′), 121.8 (C-6′), 124.0 (C-1′), 139.6 (C-3),
147.3 (C-3′), 150.9 (C-4′), 156.7 (C-2), 157.7 (C-9), 162.7 (C-5), 166.6 (C-7), 179.6 (C-4);
EIMS m/z 344 [M]+.
4.11. Compound 11
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.87, 3.91 (each 3H, s, OCH3), 3.97 (9H, s,
OCH3), 6.35 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.51 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.98 (1H, d, J = 8.8 Hz,
H-5′), 7.71 (1H, dd, J = 2.0, 8.8 Hz, H-6′), 7.72 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2′); EIMS m/z 372 [M]+.
4.12. Compound 12
Yellow crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.89, 3.97, 3.99 (each 3H, s, OCH3), 6.38
(1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.50 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.60 (1H, s, H-3), 6.99 (1H, d, J = 8.5
Hz, H-5′), 7.35 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 7.53 (1H, dd, J = 2.2, 8.5 Hz, H-6′), 12.80 (1H, s,
OH); EIMS m/z 328 [M]+.
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4.13. Compound 13
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, C5D5N)  3.810, 3.812 (each 3H, s, OCH3), 6.53
(1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 6.79 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), 6.92 (1H, s, H-3), 7.24 (2H, d, J = 8.8
Hz, H-3′, 5′), 7.91 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-2′, 6′) 12.47 (1H, br s, OH); 1H NMR (500 MHz,
DMSO-d6)  3.81, 3.88 (each 3H, s, OCH3), 6.48 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 6.58 (1H, s, H-3),
6.82 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), 6.89 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-3′, 5′), 7.88 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-2′,
6′), 10.21 (1H, s, OH); 13C NMR (125 MHz, C5D5N)  55.8, 56.1 (OCH3), 93.6 (C-8), 96.6
(C-6), 107.5 (C-3), 109.7 (C-10), 116.7 (C-3′, 5′), 122.6 (C-1′), 128.3 (C-2′, 6′), 160.1 (C-9),
161.0 (C-2), 161.2 (C-5), 162.1 (C-4′), 164.2 (C-7), 176.7 (C-4); EIMS m/z 298 [M]+.
4.14. Compound 14
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.92, 3.958, 3.963, 3.98 (each 3H, s,
OCH3), 6.38 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 6.56 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), 6.61 (1H, s, H-3), 6.96
(1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′), 7.32 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 7.51 (1H, dd, J = 2.2, 8.5 Hz, H-6′);
EIMS m/z 342 [M]+.
4.15. Compound 15
Yellow crystal; []25D  −33.7° (c 0.41, MeOH); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  2.83 (1H, dd,
J = 2.9, 17.1 Hz, H-3), 3.09 (1H, dd, J = 13.2, 17.1 Hz, H-3), 3.82 (3H, s, OCH3), 5.43 (1H,
dd, J = 2.9, 13.2 Hz, H-2), 6.07 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.08 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 7.43
(5H, m, H-2′-6′), 12.03 (1H, s, OH); 13C NMR (125 MHz, CDCl3)  43.4 (C-3), 55.8 (OCH3),
79.3 (C-2), 94.3 (C-8), 95.2 (C-6), 103.2 (C-10), 126.2 (C-2′, 6′), 128.9 (C-3′–5′), 138.4 (C-1′),
162.8 (C-9), 164.2 (C-5), 168.0 (C-7), 195.8 (C-4); EIMS m/z 270 [M]+.
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4.16. Compound 16
Colorless crystal; []18D  −29.3° (c 0.21, CHCl3–MeOH, 1:1); 1H NMR (500 MHz, CDCl3) 
2.81 (1H, dd, J = 2.9, 16.6 Hz, H-3), 3.03 (1H, dd, J = 13.2, 16.6 Hz, H-3), 3.83, 3.91 (each
3H, s, OCH3), 5.42 (1H, dd, J = 2.9, 13.2 Hz, H-2), 6.10 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 6.17 (1H, d,
J = 2.2 Hz, H-8), 7.41 (5H, m, H-2′–6′); EIMS m/z 284 [M]+.
4.17. Compound 17
Colorless crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  3.85, 3.93 (each 3H, s, OCH3), 5.97 (1H,
d, J = 2.3 Hz, H-5′), 6.12 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-3′), 7.41 (3H, m, H-3–5), 7.61 (2H, m, H-2, 6),
7.79 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-7), 7.91 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-8), 14.30 (1H, s, OH); 13C NMR
(125 MHz, CDCl3)  55.6, 55.9 (OCH3), 91.3 (C-5′), 93.8 (C-3′), 106.3 (C-1′), 127.5 (C-8),
128.4 (C-2, 6), 128.9 (C-3, 5), 130.1 (C-4), 135.6 (C-1), 142.4 (C-7), 162.5 (C-6′), 166.3
(C-4′), 168.4 (C-2′), 192.7 (C-9); EIMS m/z 284 [M]+.
4.18. Compound 18
Yellow crystal; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  5.86 (1H, s, H-4), 6.64 (2H, d, J = 15.9 Hz,
H-2, 6), 7.39 (6H, m, H-3′–5′, 3′′–5′′), 7.57 (4H, m, H-2′, 6′, 2′′, 6′′), 7.68 (2H, d, J = 15.9 Hz,
H-1, 7), 15.91 (1H, s, OH); 13C NMR (125 MHz, CDCl3)  101.8 (C-4), 124.0 (C-2, 6), 128.1
(C-2′, 6′, 2′′, 6′′), 128.9 (C-3′, 5′, 3′′, 5′′), 130.1 (C-4′, 4′′), 135.0 (C-1′, 1′′), 140.7 (C-1, 7),
183.3 (C-3, 5); EIMS m/z 276 [M]+.
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4.19. Compound 19
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  0.68 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, d, J = 6.8
Hz, H-26), 0.83 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-27), 0.84 (3H, t, J = 7.3 Hz, H-29), 0.88 (3H, t, J = 6.8
Hz, H-14′), 0.91 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 1.02 (3H, s, H-19), 1.2–1.4 (m, H-4′–13′), 1.58
(1H, m, H-2), 1.60 (2H, m, H-3′), 1.83 (1H, m, H-2), 2.26 (2H, m, H-2′), 2.30 (2H, m, H-4),
4.61 (1H, m, H-3), 5.38 (1H, m, H-6); 13C NMR (125 MHz, CDCl3)  11.9 (C-18), 12.0
(C-29), 14.2 (C-14′), 18.8 (C-21), 19.0 (C-26), 19.3 (C-19), 19.8 (C-27), 21.0 (C-11), 22.7
(C-13′), 23.1 (C-28), 24.3 (C-15), 25.1 (C-3′), 26.0 (C-23), 27.8 (C-2), 28.3 (C-12), 29.1–29.8
(C-25, 4′–11′), 31.9 (C-7, 8, 12′), 33.9 (C-20), 34.7 (C-2′), 36.2 (C-22), 36.6 (C-10), 37.0
(C-1), 38.2 (C-4), 39.7 (C-16), 42.3 (C-13), 45.8 (C-24), 50.0 (C-9), 56.0 (C-17), 56.7 (C-14),
73.7 (C-3), 122.6 (C-6), 139.7 (C-5), 173.4 (C-1′); FABMS m/z 625 [M+H]+; EIMS m/z 396.
4.20. Compound 20
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)  0.90 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-18), 1.2–1.4
(m, H-4–7, 15–17), 1.59 (2H, m, H-3), 2.06 (4H, m, H-8, 14), 2.31 (2H, t, J = 7.3 Hz, H-2),
2.77 (2H, dd, J = 6.6, 6.6 Hz, H-11), 3.64 (3H, s, OCH3), 5.30 (2H, m, H-10, 12), 5.35 (2H, m,
H-9, 13); 13C NMR (125 MHz, CD3OD)  14.4 (C-18), 23.6 (C-17), 26.0 (C-3), 26.5 (C-11),
28.1 (C-8, 14), 30.2–30.7 (C-4–7, 15), 32.7 (C-16), 34.8 (C-2), 52.0 (OCH3), 129.0, 129.1
(C-10, 12), 130.8, 130.9 (C-9, 13), 176.0 (C-1); EIMS m/z 294 [M]+.
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4.21. Compound 21
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)  0.90 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-18′′′), 1.2–1.4
(m, H-4′′′–7′′′, 15′′′–17′′′), 1.61 (2H, m, H-3′′′), 2.06 (4H, m, H-8′′′, 14′′′), 2.35 (2H, t, J = 7.3
Hz, H-2′′′), 2.77 (2H, dd, J = 6.6, 6.6 Hz, H-11′′′), 3.48 (1H, dd, J = 3.3, 9.8 Hz, H-3′), 3.53
(1H, dd, J = 7.3, 9.8 Hz, H-2′), 3.64 (1H, m, H-3), 3.65 (1H, m, H-6′), 3.69 (1H, m, H-6′′),
3.72 (1H, m, H-3′′), 3.73 (1H, m, H-6′′), 3.74 (1H, m, H-5′), 3.77 (1H, dd, J = 3.7, 10.3 Hz,
H-2′′), 3.85 (2H, m, H-3, 5′′), 3.86 (1H, m, H-4′), 3.87 (1H, m, H-4′′), 3.88 (1H, m, H-6′), 3.98
(1H, m, H-2), 4.14 (2H, m, H-1), 4.23 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-1′), 4.85 (1H, d, J = 3.7 Hz, H-1′′),
5.30 (2H, m, H-10′′′, 12′′′), 5.35 (2H, m, H-9′′′, 13′′′); 13C NMR (125 MHz, CD3OD)  14.4
(C-18′′′), 23.6 (C-17′′′), 26.0 (C-3′′′), 26.5 (C-11′′′), 28.2 (C-8′′′, 14′′′), 30.2–30.7 (C-4′′′–7′′′,
15′′′), 32.7 (C-16′′′), 34.9 (C-2′′′), 62.7 (C-6′′), 66.6 (C-1), 67.7 (C-6′), 69.7 (C-2), 70.1 (C-4′),
70.2 (C-2′′), 71.0 (C-4′′), 71.4 (C-3′′), 72.1 (C-3), 72.5 (C-5′′), 72.6 (C-2′), 74.56, 74.65 (C-3′,
5′), 100.5 (C-1′′), 105.3 (C-1′), 129.05 129.10 (C-10′′′, 12′′′), 130.87, 130.94 (C-9′′′, 13′′′),
175.5 (C-1′′′); FABMS m/z 680 [M+H]+, 517, 355, 337.
4.22. Compound 22
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)  0.90 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-16′′′), 1.2–1.4
(m, H-4′′′–15′′′), 1.61 (2H, m, H-3′′′), 2.35 (2H, t, J = 7.3 Hz, H-2′′′), 3.48 (1H, dd, J = 3.2, 9.8
Hz, H-3′), 3.53 (1H, dd, J = 7.3, 9.8 Hz, H-2′), 3.65 (2H, m, H-3, 6′), 3.70 (1H, m, H-6′′), 3.72
(1H, m, H-3′′), 3.73 (2H, m, H-5′, 6′′), 3.78 (1H, dd, J = 3.7, 10.3 Hz, H-2′′), 3.85 (2H, m, H-3,
5′′), 3.86 (1H, m, H-4′), 3.87 (1H, m, H-4′′), 3.88 (1H, m, H-6′), 3.98 (1H, m, H-2), 4.14 (2H,
m, H-1), 4.24 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-1′), 4.85 (1H, d, J = 3.7 Hz, H-1′′); FABMS m/z 678
[M+Na]+, 515, 313, 239.
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4.23. Compound 23
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)  0.89, 0.90 (each 3H, t, J = 7.0 Hz,
H-18′′′, 16′′′′), 1.2–1.4 (m, H-4′′′–7′′′, 15′′′–17′′′, 4′′′′–15′′′′), 1.60 (4H, m, H-3′′′, 3′′′′), 2.06 (4H,
m, H-8′′′, 14′′′), 2.31, 2.32 (each 2H, t, J = 7.3 Hz, H-2′′′, 2′′′′), 2.77 (2H, dd, J = 6.6, 6.6 Hz,
H-11′′′), 3.47 (1H, dd, J = 3.3, 9.8 Hz, H-3′), 3.51 (1H, dd, J = 7.2, 9.8 Hz, H-2′), 3.66 (1H, dd,
J = 6.1, 10.0 Hz, H-6′), 3.66 (1H, dd, J = 5.4, 11.2 Hz, H-6′′), 3.72 (1H, m, H-3′′), 3.73 (2H, m,
H-3, 6′′), 3.74 (1H, m, H-5′), 3.78 (1H, dd, J = 3.8, 10.3 Hz, H-2′′), 3.84 (1H, m, H-5′′), 3.86
(1H, m, H-4′), 3.87 (1H, m, H-4′′), 3.88 (1H, m, H-6′), 3.93 (1H, dd, J = 5.4, 11.0 Hz, H-3),
4.22 (1H, dd, J = 6.8, 12.1 Hz, H-1), 4.23 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-1′), 4.43 (1H, dd, J = 2.8, 12.1
Hz, H-1), 4.86 (1H, d, J = 3.8 Hz, H-1′′), 5.24 (1H, m, H-2), 5.3–5.4 (4H, m, H-9′′′, 10′′′, 12′′′,
13′′′); 13C NMR (125 MHz, CD3OD)  14.5 (C-18′′′, 16′′′′), 23.7, 23.8 (C-17′′′, 15′′′′), 26.0,
26.1 (C-3′′′, 3′′′′), 26.6 (C-11′′′), 28.2 (C-8′′′, 14′′′), 30.2–30.8 (C-4′′′–7′′′, 15′′′, 4′′′′–13′′′′),
32.7 (C-16′′′), 33.1 (C-14′′′′), 35.0, 35.1 (C-2′′′, 2′′′′), 62.8 (C-6′′), 64.0 (C-1), 67.8 (C-6′), 68.7
(C-3), 70.0 (C-4′), 70.2 (C-2′′), 71.1 (C-4′′), 71.5 (C-3′′), 71.7 (C-2), 72.4 (C-2′), 72.5 (C-5′′),
74.6 (C-5′), 74.7 (C-3′), 100.6 (C-1′′), 105.3 (C-1′), 129.0, 129.1 (C-10′′′, 12′′′), 130.9, 131.0
(C-9′′′, 13′′′), 174.7, 175.0 (C-1′′′, 1′′′′); FABMS m/z 940 [M+Na]+, 777, 391, 337, 313, 263,
239.
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4.24. Compound 24
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, C5D5N)  0.84 (6H, t, J = 6.9 Hz, H-18, 24′),
1.2–1.4 (m, H-6, 11–17, 5′–23′), 1.67 (1H, m, H-4′), 1.75 (1H, m, H-4′), 1.90 (2H, m, H-5),
1.98 (2H, m, H-3′), 2.05 (2H, m, H-10), 2.17 (1H, m, H-3′), 2.21 (2H, m, H-7), 2.28 (1H, m,
H-5), 3.85 (1H, ddd, J = 2.4, 5.2, 9.1 Hz, H-5′′), 4.00 (1H, dd, J = 7.8, 8.8 Hz, H-2′′), 4.18
(1H, dd, J = 8.5, 8.8 Hz, H-3′′), 4.19 (1H, m, H-4′′), 4.20 (1H, m, H-4), 4.28 (1H, dd, J = 4.7,
6.8 Hz, H-3), 4.33 (1H, dd, J = 5.2, 11.7 Hz, H-6′′), 4.48 (1H, dd, J = 2.4, 11.7 Hz, H-6′′),
4.52 (1H, dd, J = 4.7, 10.7 Hz, H-1), 4.57 (1H, dd, J = 3.7, 7.8 Hz, H-2′), 4.70 (1H, dd, J = 6.8,
10.7 Hz, H-1), 4.94 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1′′), 5.28 (1H, dddd, J = 4.7, 4.7, 6.8, 9.0 Hz, H-2),
5.44 (1H, m, H-8), 5.50 (1H, m, H-9), 8.56 (1H, d, J = 9.0 Hz, NH); 13C NMR (125 MHz,
C5D5N)  14.3 (C-18, 24′), 22.9 (C-17, 23′), 25.8 (C-4′), 27.5 (C-10), 27.8 (C-7), 26.8,
29.5–30.1, 33.0 (C-6, 11–15, 5′–21′), 32.1 (C-16, 22′), 33.9 (C-5), 35.5 (C-3′), 51.7 (C-2),
62.5 (C-6′′), 70.4 (C-1), 71.4 (C-4′′), 72.3 (C-2′), 72.4 (C-4), 75.1 (C-2′′), 75.8 (C-3), 78.4
(C-5′′), 78.5 (C-3′′), 105.6 (C-1′′), 130.1 (C-8), 130.4 (C-9), 175.6 (C-1′); FABMS m/z 845
[M+H]+, 682, 262.
4.25. Compound 25
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)  1.09 (3H, d, J = 6.1 Hz, H-6′′′), 3.24 (1H,
dd, J = 8.5, 9.5 Hz, H-4′′), 3.24 (1H, dd, J = 9.5, 9.5 Hz, H-4′′′), 3.35 (1H, m, H-5′′), 3.40 (1H,
m, H-6′′), 3.40 (1H, m, H-5′′′), 3.44 (1H, m, H-2′′), 3.45 (1H, m, H-3′′), 3.47 (1H, m, H-3′′′),
3.60 (1H, dd, J = 1.7, 3.4 Hz, H-2′′′), 3.81 (1H, dd, J = 1.7, 11.2 Hz, H-6′′), 3.94 (3H, s,
OCH3), 4.52 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-1′′′), 5.23 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1′′), 6.21 (1H, d, J = 2.2
Hz, H-6), 6.41 (1H, d, J = 2.2Hz, H-8), 6.91 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′), 7.62 (1H, dd, J = 2.2,
8.5 Hz, H-6′), 7.94 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′); 13C NMR (125 MHz, CD3OD)  17.9 (C-6′′′),
56.8 (OCH3), 68.5 (C-6′′), 69.8 (C-5′′′), 71.6 (C-4′′), 72.1 (C-2′′′), 72.3 (C-3′′′), 73.8 (C-4′′′),
75.9 (C-2′′), 77.4 (C-5′′), 78.1 (C-3′′), 94.9 (C-8), 99.9 (C-6), 102.5 (C-1′′′), 104.4 (C-1′′),
105.7 (C-10), 114.5 (C-2′), 116.1 (C-5′), 123.0 (C-1′), 124.0 (C-6′), 135.4 (C-3), 148.3 (C-3′),
150.8 (C-4′), 158.5 (C-9), 158.9 (C-2), 163.0 (C-5), 166.0 (C-7), 179.3 (C-4); FABMS m/z
625 [M+H]+, 317.
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4.26. Compound 26
Amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD)  1.11 (3H, d, J = 6.1 Hz, H-6′′′), 3.26 (1H,
dd, J = 8.5, 9.5 Hz, H-4′′), 3.27 (1H, dd, J = 9.5, 9.5 Hz, H-4′′′), 3.32 (1H, ddd, J = 1.5, 5.9,
9.5 Hz, H-5′′), 3.38 (1H, dd, J = 5.9, 11.0 Hz, H-6′′), 3.41 (1H, dd, J = 8.5, 9.0 Hz, H-3′′),
3.44 (1H, dq, J = 9.5, 6.1 Hz, H-5′′′), 3.46 (1H, dd, J = 7.6, 9.0 Hz, H-2′′), 3.53 (1H, dd, J =
3.4, 9.5 Hz, H-3′′′), 3.62 (1H, dd, J = 1.7, 3.4 Hz, H-2′′′), 3.80 (1H, dd, J = 1.5, 11.0 Hz, H-6′′),
4.51 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-1′′′), 5.10 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1′′), 6.21 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-6),
6.40 (1H, d, J = 2.2Hz, H-8), 6.87 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5′), 7.62 (1H, dd, J = 2.2, 8.5 Hz,
H-6′), 7.66 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′); FABMS m/z 611 [M+H]+, 303.
4.27. Compound 27
Brownish amorphous solid; []25D −131.3° (c 1.0, MeOH); UV MeOHmax  nm (log ) 236 (4.3),
283 (4.0), 326 (4.0); 1H and 13C NMR, see Table 1; FABMS m/z 625 [M+H]+, 317;
HRFABMS m/z 625.1769 [M+H]+ (calcd for C28H33O16, 625.1768).
4.28. Compound 28
Brownish amorphous solid; []25D +138.3° (c 1.0, MeOH); UV MeOHmax  nm (log ) 236 (4.3),
280 (4.0), 322 (3.9); 1H and 13C NMR, see Table 1; FABMS m/z 625 [M+H]+, 317;
HRFABMS m/z 625.1762 [M+H]+ (calcd for C28H33O16, 625.1768).
4.29. Compound 29
Brownish amorphous solid; []25D −131.3° (c 1.0, MeOH); CD (MeOH) []205 +45 900,
[]213 −157 000, []246 +89 500, []282 −13 000, []292 −5 720, []322 −23 700; UV MeOHmax  nm
(log ) 234 (4.6), 281 (4.1), 324 (3.9); 1H and 13C NMR, see Table 2; FABMS m/z 1233
[M+H]+, 617; HRFABMS (+NaI) m/z 1255.3334 [M+Na]+ (calcd for C56H64O31Na,
1255.3328).
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4.30. Compound 30
Red amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD–TFA-d, 9:1)  1.15 (3H, d, J = 6.1 Hz,
H-6′′′), 3.31 (1H, m, H-4′′′), 3.40 (1H, dd, J = 9.0, 9.7 Hz, H-4′′), 3.53 (1H, m, H-3′′), 3.54
(1H, m, H-5′′′), 3.58 (1H, m, H-6′′), 3.61 (1H, m, H-3′′′), 3.64 (1H, dd, J = 7.8, 9.3 Hz, H-2′′),
3.71 (1H, m, H-5′′), 3.79 (1H, dd, J = 1.7, 3.4 Hz, H-2′′′), 4.01 (3H, s, OCH3), 4.05 (1H, dd, J
= 1.7, 11.2 Hz, H-6′′), 4.64 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-1′′′), 5.29 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1′′), 6.68
(1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 6.92 (1H, dd, J = 0.7, 2.0 Hz, H-8), 7.06 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-5′),
8.21 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2′), 8.26 (1H, dd, J = 2.2, 8.8 Hz, H-6′), 8.97 (1H, d, J = 0.7 Hz,
H-4); 13C NMR (125 MHz, CD3OD–TFA-d, 9:1)  17.9 (C-6′′′), 56.9 (OCH3), 67.9 (C-6′′),
69.8 (C-5′′′), 71.3 (C-4′′), 71.8 (C-2′′′), 72.4 (C-3′′′), 73.8 (C-4′′′), 74.8 (C-2′′), 77.5 (C-5′′),
78.0 (C-3′′), 102.2 (C-1′′′), 103.8 (C-1′′), 115.2 (C-2′), 117.8 (C-5′), 121.1 (C-1′), 129.1 (C-6′),
136.8 (C-4), 145.7 (C-3), 149.6 (C-3′), 156.6 (C-4′), 157.9 (C-9), 159.2 (C-5), 164.2 (C-2);
FABMS m/z 609 [M]+.
4.31. Compound 31
Red amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD–TFA-d, 9:1)  1.15 (3H, d, J = 6.3 Hz,
H-6′′′), 3.30 (1H, m, H-4′′′), 3.39 (1H, dd, J = 8.8, 10.0 Hz, H-4′′), 3.52 (1H, m, H-5′′′), 3.55
(1H, m, H-3′′), 3.58 (1H, m, H-6′′), 3.59 (1H, m, H-3′′′), 3.65 (1H, dd, J = 7.8, 9.3 Hz, H-2′′),
3.73 (1H, m, H-5′′), 3.78 (1H, dd, J = 1.5, 3.7 Hz, H-2′′′), 4.01 (6H, s, OCH3), 4.05 (1H, dd, J
= 1.7, 11.2 Hz, H-6′′), 4.64 (1H, d, J = 1.5 Hz, H-1′′′), 5.33 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1′′), 6.69
(1H, m, H-6), 6.96 (1H, dd, J = 1.0, 2.0 Hz, H-8), 8.00 (2H, s, H-2′, 6′), 8.97 (1H, s, H-4); 13C
NMR (125 MHz, CD3OD–TFA-d, 9:1)  17.8 (C-6′′′), 57.4 (OCH3), 67.9 (C-6′′), 69.8 (C-5′′′),
71.4 (C-4′′), 71.8 (C-2′′′), 72.5 (C-3′′′), 74.1 (C-4′′′), 74.9 (C-2′′), 77.6 (C-5′′), 78.2 (C-3′′),
102.3 (C-1′′′), 103.8 (C-1′′), 110.8 (C-2′, 6′), 120.0 (C-1′), 136.5 (C-4), 145.5 (C-3), 146.3
(C-4′), 149.8 (C-3′, 5′), 157.9 (C-9), 159.1 (C-5), 163.8 (C-2); FABMS m/z 641 [M+2]+, 333.
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5. アセチル化
5.1. Compound 27のアセチル化
Compound 27 (3.0 mg)をpyridine (0.5 ml)に溶解し、そこに過剰のAc2O (0.5 ml)を加え、
室温で一晩静地した。その後、反応物に水とEtOAcを加え分配した。EtOAc層を飽和食塩
水で洗ったのち濃縮し、compound 27a (4.1 mg)を得た。Compound 27a: pale yellow
amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.16 (3H, d, J = 6.1 Hz, Rha-6), 1.97, 2.01,
2.037, 2.040, 2.09, 2.11, 2.26, 2.35, 2.43 (each 3H, s, COCH3), 3.55 (1H, m, Glc-6b), 3.66
(2H, m, Glc-5, 6a), 3.87 (1H, m, Rha-5), 3.87 (3H, s, OCH3), 4.74 (1H, br s, Rha-1), 4.93 (1H,
br s, H-4), 5.00–5.26 (7H, m, Glc-1–4, Rha-2–4), 6.63 (1H, dd, J = 2.0, 0.5 Hz, H-8), 6.66
(1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 7.33 (1H, s, H-2′), 7.34 (1H, d, J = 0.7 Hz, H-5′); 13C NMR (125
MHz, CDCl3)  17.4 (Rha-6), 20.7–21.3 (COCH3), 49.9 (C-4), 56.4 (OCH3), 66.5 (Rha-5),
66.9 (Glc-6), 69.0–72.6 (Glc-2–4, Rha-2–4), 73.0 (Glc-5), 95.7 (Glc-1), 97.9 (Rha-1), 102.6
(C-8), 107.0 (C-2′), 109.9 (C-6), 110.8 (C-3), 116.3 (C-10), 120.7 (C-5′), 131.4 (C-1′), 143.4
(C-6′), 146.6 (C-5), 147.7 (C-4′), 152.1 (C-7), 152.6 (C-3′), 159.3 (C-9), 167.9, 168.0, 168.7,
169.5, 169.6, 169.8, 169.9, 170.2, 170.3 (COCH3), 191.6 (C-2).
5.2. Compound 29のアセチル化
Compound 29 (3.0 mg)をcompound 27と同様の方法でアセチル化しcompound 29a (4.1
mg)を得た。Compound 29a: pale yellow solid; 1H and 13C NMR, see Table 2.
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6. Compound 23の酵素的加水分解
Compound 23 (5.1 mg)とLipase type XIII (Pseudomonus sp.由来, 2.89 mg, 86.7 units)を
dioxane-H2O (1:1, 2.5 ml)に溶解し37 °Cで4時間インキュベーションした。反応を5% acetic
acid水溶液で停止したのち反応物に EtOHを加えた。濾過および濃縮後、残渣をsilica gel
CC で精製し compound 23a (0.8mg)を得た(Kitagawa et al., 1989; Jung et al., 1996)。
Compound 23a: amorphous solid; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  0. 88 (3H, t, J = 7.1 Hz,
H-16), 1.2–1.4 (m, H-4–15), 1.63 (2H, m, H-3), 2.35 (2H, t, J = 7.3 Hz, H-2); EIMS m/z 256
[M]+.
7. Compounds 27–29の酸加水分解
Compounds 27–29 (各 1.0 mg)を2 M TFA水溶液(1 ml)に溶解し90 °Cで 3時間加熱し
た。冷却後、MeOHを加え濃縮する作業を酸が完全に除けるまで繰り返した。残渣を水 1 ml
に溶解し、(S)--methylbenzylamine (5 mg)とNaBH3CN (8 mg)をEtOH (1 ml)に溶解した溶
液を加えた。室温で一晩反応させた後、氷酢酸(0.2 ml)を加えた。濃縮後の残渣をpyridine
(0.3 ml)中でAc2O (0.3 ml)によりアセチル化した。濃縮後 1 mlのH2Oを加えSep-Pak C18
cartridgeに吸着させた後、H2O、20% CH3CN、および 50% CH3CN (各 5ml)で溶出させた。
50% CH3CN溶出物を同様の手法で反応させた標準糖の 1-[(S)-N-acetyl--methylbenzyl-
amino]-1-deoxyalditol acetate誘導体と共に co-HPLC (column, Mightysil Si 60, 250 × 4.6
mm; solvent, n-hexane–EtOH, 9:1; flow rate, 1.0 ml/min; detection, UV absobance at
200–300 nm)分析した(Oshima and Kumanotani, 1981; Shao et al., 2007)。D-glucose と
L-rhamnoseの誘導体はそれぞれ tR 19.9分と13.8分に検出された。
86
8. Compounds 27–29の抽出とHPLC分析
K. parvifloraの未乾燥の根茎(981 mg)を室温で 2mlの 3% TFAを含むMeOH溶液(20
min × 2)で抽出した。濾過後、MeOHを減圧濃縮し、水とEtOAcを加え分配した。得られた
水可溶部を即座にHPLC (column, Mightysil RP-18 GP (5 m, 250 × 4.6 mm); solvent,
0.3% TFA in CH3CN–0.3% TFA in H2O, 3:17; flow rate, 1.0 ml/min; detection, UV
absobance at 200–600 nm)で分析した。Compounds 27–29はそれぞれ保持時間 6.8、5.7、お
よび 12.1分に検出された。
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9. フラボンの定量分析法
フラボンの定量は HPLCを用いて行なった。HPLCの測定条件をTable 7に示す。5点の
濃度(6.25, 12.5, 25, 50 and 100 g/ml)に調整した化合物の EtOH溶液のピー ク面積より検
量線を作成した。各化合物の検量線は Table 8に示したとおりであり、すべての化合物につ
いて回帰式の決定係数 R2値は>0.999であった。
Table 7 HPLC condition for quantification of flavones.
Column Mightysil RP-18 GP
Temperuture 30 °C
Solvent A: 1% H3PO4 in waterB: MeOH
linear gradient elution was from 70% to 90% B in A over 30 min
Flow rate 0.8 ml/min
Detection UV at 330 nm
Injection volume 10 l
Table 8 Standard curve regression equations for compounds 1–9, 11, 13, 14.
Standard curve regression equationa
1 Y = 19600(X) − 801
2 Y = 29200(X) − 18000
3 Y = 40600(X) − 4900
4 Y = 44300(X) − 6180
5 Y = 24600(X) − 31900
6 Y = 34800(X) − 12800
7 Y = 36200(X) − 17500
8 Y = 16500(X) − 4600
9 Y = 22600(X) − 8340
11 Y = 30700(X) − 10900
13 Y = 45700(X) − 7820
14 Y = 32300(X) − 8840
aY was the areas of compound peak and X was concentration of standards.
88
10. 活性の測定方法
10.1. リパーゼ阻害活性の測定方法
[試薬の調製]
酵素溶液: Lipase (Candida cylindracea 由来)を 100 mM potassium phosphate buffer
(pH7.0)で､15.4 units/mlとした。
基質溶液: BALBをEtOHで 0.3 mg/mlとした。(SDS 0.26mg/mlを含む)
試薬 A: DTNBを100 mM tris-HCl buffer (pH 8.5)で 0.1 mg/mlとした。
試薬 B: PMSFをEtOHで 3.5 mg/mlとした。
[方法]
BALB-DTNB法で測定した(Kurooka et al., 1976)。サンプルの 40% DMSO溶液 50 l、
酵素溶液 50 l、試薬 A 340 l、および試薬 B 10 lを試験管に入れ、30 °Cで 5分間プレ
インキュベートした。その後、混合液に基質溶液 50 lを加え反応を開始させ 30 °Cでインキ
ュベートした。30分後、反応液に acetoneを500 l加え反応を停止した。この反応で生成す
るTNB anionの量を波長 414 nmの吸光度で測定した。活性の指標として粗抽出物測定時
は天然のリパーゼ阻害物質として知られている藤茶 (Ampelopsis grossedentata)エキス
(Tamura et al., 2003)を、各化合物測定時はmyricetinを使用した。阻害率を以下のようにし
て算出した。
%inhibition = {[(A − B) − (C − D)]/(A − B)}×100
A: Absorbance at 414nm with lipase, but without test substance
B: Absorbance at 414nm without test substance and lipase
C: Absorbance at 414nm with test substance and lipase
D: Absorbance at 414nm with test substance, but without lipase
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10.2. ヒアルロニダーゼ阻害活性の測定方法
[試薬の調製]
酵素溶液: Hyaluronidase (Bovine Testes由来)を0.1 M acetate buffer (pH 4.0)で 4000
units/mlとした。
基質溶液: Hyaluronic acid potassium salt (cockscomb由来)を0.1 M acetate buffer (pH
4.0)で 0.4 mg/mlとした。
試薬 A: Compound 48/80を0.1 M acetate buffer (pH 4.0)で 0.5 mg/mlとした。
試薬 B: Boric acid 4.95gに水 50 mlを加え、1 M NaOHで pH 9.1に調製した後、水で
100 mlとした。
試薬 C: p-DAB 10 gにHCl 11.25 ml、水 1.25 ml、acetic acid 87.5 mlを加えた。使用時
にこれをacetic acidで 10倍希釈し用いた。
[方法]
Kakegawa らの方法を用いて測定した(Kakegawa et al., 1992)。酵素溶液 50 l と10%
DMSOに溶解したサンプル溶液 100 lを試験管に入れ、37 °Cで20分間プレインキュベー
トした。そこに、試薬 A 100 lを加え、さらに、37 °Cで 20分間プレインキュベートした。その
後反応溶液に基質溶液 250 lを加え 37 °Cで 40分間インキュベートした。反応は 0.4 M
NaOH 100 l を加え停止した。この反応で生じた N-アセチルグルコサミン末端を
Morgan-Elson法で比色定量した。反応液に試薬 B 50 lを加えて3分間煮沸した。氷冷後、
試薬 C （150 l）を加え、37 °Cで 20分間インキュベートした後、585 nmの吸光度を測定し
た。活性の指標としてcromolyn sodium saltとtannic acidを使用した。阻害率を以下のように
して算出した。
%inhibition = {[(A − C) − (B − C)]/(A − C)}×100
A: Absorbance at 585nm with hyaluronidase, but without test substance
B: Absorbance at 585nm with test substance and hyaluronidase
C: Absorbance at 585nm with test substance, but without hyaluronidase
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10.3. チロシナーゼ阻害活性の測定方法
[試薬の調製]
酵素溶液: Tyrosinase (Mushroom由来)を0.07 M phosphate buffer (pH 6.8)で135 units/ml
とした。
基質溶液: L-DOPAを0.07 M phosphate buffer (pH 6.8)で 0.5 mMとした。
[方法]
本方法はMasonらの方法(Mason et al., 1965)に改良を加えた。酵素溶液 70 lと0.25%
sucrose monolaurate水溶液に溶解したサンプル溶液 70 lを96穴マイクロプレー トに入れ、
25 °Cで 10分間プレインキュベートした。その後、基質溶液 70 lを加え、25 °Cで 5分間イ
ンキュベートした。この反応で生成するdopachromeの量を475 nmの吸光度で測定した。活
性の指標としてkojic acidを使用した。阻害率を以下のようにして算出した。
%inhibition = {[(A − B) − (C − D)]/(A − B)}×100
A: Absorbance at 475 nm with tyrosinase, but without test substance
B: Absorbance at 475 nm without test substance and tyrosinase
C: Absorbance at 475 nm with test substance and tyrosinase
D: Absorbance at 475 nm with test substance, but without tyrosinase
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10.4. -グルコシダーゼ阻害活性の測定方法
[試薬の調製]
酵素溶液:ラット小腸アセトンパウダーに 4 mlの 25 mM HEPES buffer (pH 7.0)を加え、遠
心分離(7000 rpm、10分)後の上清を酵素溶液として用いた。
基質溶液: 4-MUGを水で 0.25 mMに調製した。
[方法]
本方法は 4-MUGを基質として用いるKonishiらの方法(Konishi et al., 1991)に改良を加
えた。25 mM HEPES buffer (pH 7.0) 75 l、酵素溶液 25 lとサンプルの EtOH溶液 50 l
を96穴マイクロプレー トに入れ、37 °Cで 5分間プレインキュベートした。その後、反応溶液
に基質溶液 100 l を加え、37 °C で 30 分間インキュベートした。この反応で生成する
4-methylumbelliferoneの量を励起波長 355 nm、蛍光波長 460 nmの蛍光強度で測定した。
活性の指標として quercetin を使用した。阻害率を以下のようにして算出した。また、50%阻
害する濃度 IC50値を算出した。
%inhibition = {[(A − B) − (C − D)]/(A − B)}×100
A: Fluorecence with -glucosidase, but without test substance
B: Fluorecence without test substance and -glucosidase
C: Fluorecence with test substance and -glucosidase
D: Fluorecence with test substance, but without -glucosidase
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10.5. 抗変異原性の測定方法
[試薬の調製]
Trp-P-2溶液: Trp-P-2を100 mM phosphate buffer (pH 6.8)で 0.4 g/mlとした。
[菌株]
Salmonella typhimurium TA98株(NBRC14193)を用いた。
[方法]
抗変異原性は Yahagiらの方法(Yahagi et al., 1977)により評価した。この方法は Ames法
(Ames et al., 1975)を改良した方法で、S9 mix存在下での間接変異原物質であるTrp-P-2に
よるSalmonella typhimurium TA98株に対する抗変異原性を評価した。各試験官に100 mM
phosohate buffer (pH 6.8) 600 l、DMSOに溶解したサンプル溶液 100 l、Trp-P-2溶液(0.4
g/ml) 100 l、S9 mix 100 l、および菌懸濁液 100 lを入れ、37 °Cで30分間プレインキュ
ベートした。その後、2 ml の軟寒天を加え最少グルコー ス寒天培地上にまいた。48 時間の
培養後、ヒスチジン非要求性の復帰突然変異コロニー数を計測した。抗変異原性の指標と
して hemin を使用した。変異抑制率を以下のようにして算出した。また、50%阻害する濃度
IC50値を算出した。
%inhibition = {[(A − C) − (B − C)]/(A − C)}×100
A: Number of His+ revertant colonies with Trp-P-2, but without test substance
B: Number of His+ revertant colonies with test substance and Trp-P-2
C: Number of His+ revertant colonies with test substance, but without Trp-P-2
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総括
本研究は多様な生理活性が報告され、機能性食素材として有望なショウガ科植物
Kaempferia parvifloraに含まれる成分の構造とその機能性を解明することを目的とした。
第 1章では K. parvifloraの根茎の成分の精製、単離、および構造解析を行った。その結
果、塩化メチレン抽出物および酢酸エチル可溶部から14種のフラボン(1–14)、2種のフラバ
ノン(15, 16)、カルコン(17)、ジアリー ルヘプタノイド(18)、β-sitosterol のミリスチン酸エステル
(19)、リノー ル酸メチル(20)、3 種のグリセロ糖脂質(21–23)、およびスフィンゴ糖脂質(24)を単
離し構造を決定した(Fig. 40, 41)。また、両画分中のフラボンの量を定量し、7-メトキシフラボ
ンが主成分であることを明らかにした。その中でも特に 5,7-dimethoxyflavone (5)、5,7,4′-tri-
methoxyflavone (6)、および 3,5,7,3′,4′-pentamethoxyflavone (11)の含量が多かった。水可溶
部からは2種のフラボノー ル配糖体(25, 26)と共に3種の新規配糖体(27–29)を単離し構造を
決定した(Fig. 42)。新規配糖体の特徴は 6H-benz[b]indeno[1,2-d]furan-6-one 骨格という珍
しい骨格を持つことであり、この骨格を持つ化合物が天然物から単離されたのは本研究が
初めてであった。さらに、色素成分として2種のアントシアニン(30, 31)を単離した(Fig. 42)。
第 2章では K. parvifloraの粗抽出物および一部の単離化合物の-グルコシダーゼ阻害
活性を測定した。その結果、塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部に強い活性が見られ
た。単離した化合物では 5,7,3′,4′-tetramethoxyflavone (14)が最も強い-グルコシダーゼ阻
害活性(IC50 = 20.4 M)を示し、5,7,4′-trimethoxyflavone (6, 54.3 M)と3,5,7,3′,4′-penta-
methoxyflavone (11, 64.3 M)がそれについで強かった。また、5位、3′位および 4′位のメトキ
シ基が-グルコシダーゼ阻害活性を高めることが示唆された。
第 3章では K. parvifloraの粗抽出物および一部の単離化合物の抗変異原性を測定した。
その結果、塩化メチレン抽出物と酢酸エチル可溶部に強い抗変異原性が見られた。また、
測定したすべての 7-メトキシフラボンが抗変異原性を示した。その中では、5,7-dimethoxy-
flavone (5, IC50 = 0.40 nmol/plate)、5,3′-dihydroxy-3,7,4′-trimethoxyflavone (10, 0.40
nmol/plate)、3,5,7-trimethoxyflavone (3, 0.42 nmol/plate)、および 5-hydroxy-7-dimethoxy-
flavone (8, 0.47 nmol/plate)の抗変異原性が強かった。構造と抗変異原性との関係では 5位
のヒドロキシ基のメチル化により抗変異原性が強くなることが示唆された。逆にB環のメトキシ
基の数が増加すると抗変異原性が弱くなることが示唆された。
以上のように、本研究では K. parviflora の根茎の抽出物および単離したメトキシフラボン
に糖尿病や肥満に対して有効であるとされる-グルコシダーゼ阻害活性を見出した。また、
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本植物の根茎の抽出物および単離したメトキシフラボンは抗変異原性を示した。本研究の
結果は糖尿病やがんなどの生活習慣病が深刻な問題である日本において、K. parviflora
が食の面からそれらの疾患を予防する機能性食素材として有望であることを示唆するもので
ある。
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Fig. 40 The isolated compounds from K. parviflora.
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Fig. 41 The isolated compounds from K. parviflora.
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Fig. 42 The isolated compounds from K. parviflora.
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